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L'attenzione della comunità scientifica nei confronti dell'importanza della vita intrauterina 
nello sviluppo del patrimonio del neonato è in costante crescita. In particolare è emerso un 
collegamento sempre più forte tra il periodo di vita fetale e le patologie nella vita adulta, 
rinforzando sempre più la teoria delle origini dello sviluppo delle patologie dell'adulto. Il tipo 
e la quantità di cibo ricevuto nel grembo, farmaci e infezioni a cui il feto è sottoposto, la 
salute della madre e il suo livello di stress durante la gravidanza, risultano tutti fattori da 
considerare come influenti nello sviluppo del neonato.  La salute renale risulta un argomento 
chiave in questo discorso, essendo state evidenziate negli ultimi anni profonde variazioni 
nell'epidemiologia delle patologie umane, caratterizzate da un chiaro aumento delle patologie 
croniche renali.  
La gestazione costituice quindi il periodo più importante per la nostra vita, avendo un 
influenza permanente sulla funzionalità del rene. L'approccio per cui l'origine delle patologie 
renali si deve al periodo di vita intrauterina apre una nuova frontiera scientifica, che rende la 
gravidanza un target promettente per la prevenzione. E' oggi noto che neonati prematuri 
hanno un rischio aumentato di manifestare patologie croniche renali da bambini e/o da adulti 
come conseguenza di una riduzione del numero di nefroni durante lo sviluppo del rene. Il 
basso peso alla nascita è stato correlato alla riduzione di nefroni, ma non risulta l'unico 
responsabile del patrimonio nefronico, che risulta invece conseguenza di diversi fattori, tra cui 
malnutrizione fetale/materna, somministrazione di farmaci, ipertensione materna, ecc.  
Il presente progetto di ricerca si è posto l’obiettivo di investigare come alcuni fattori genetici 
ed epigenetici possano avere degli effetti sullo sviluppo del rene. Nella pratica sono state 
osservate nel dettaglio, mediante l’utilizzo di microscopia ottica ed elaborazione immagini, le 
strutture del rene fetale, e, attraverso l’utilizzo di algoritmi informatici appositamente 
sviluppati,  sono state identificate quelle anomalie renali associabili a fattori ereditati e/o 
avvenuti durante il periodo gestazionale. Le indagini portate avanti, e discusse nella presente 
tesi, sono state rivolte allo studio dello sviluppo renale durante i vari step di crescita del feto 
all'interno del grembo materno, con particolare riferimento alle valutazioni su morfologia 
delle strutture e quantificazione cellulare. Si è inoltre indagata la presenza di anomalie e 
variazioni renali in feti con sindrome di Down e Beta Thalassemia, essendo queste aberrazioni 
cromosomiche collegate con disfunzioni e patologie renali durante la vita adulta.   
Il risultato degli studi eseguiti potrebbe dare una risposta decisa alle ipotesi di correlazione tra 
patologie nella vita adulta e vita intrauterina, permettendo di spostare l'attenzione della pratica 
clinica proprio a partire dal periodo della gestazione, con conseguenti interventi di 
prevenzione fetale. La conseguenza di questo viraggio di attenzione appare piuttosto 
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importante, in quanto permetterebbe di analizzare e trattare le anomalie nei primi stadi di vita, 
ritardando, o addiritura eliminando, l'eventualità che quella determinata anomalia si traduca 
poi in una patologia durante la vita adulta. 
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2. Il Rene 
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I reni hanno il compito di "secernere" l'urina, ed insieme agli ureteri, che la convogliano nella 
vescica dove viene accumulata, e all'uretra attraverso cui viene eliminata, compongono il 
sistema urinario. 
Focalizzando la nostra attenzione sulle attività svolte dai reni, essi hanno come ruolo 
fondamentale quello di eliminare i prodotti finali dell'organismo e l'eccesso di acqua, e sono 
dunque essenziali nel controllo della concentrazione dei costituenti dei fluidi corporei, 
mantenendo, ad esempio, costante l'equilibrio acqua-elettroliti nei fluidi tissutali [1]. 
 
 
2.1 Struttura generale del rene 
Il rene è rivestito da una sottile capsula formata da tessuto fibroso. Al suo interno, il rene, 
possiede una midollare interna e una corticale esterna; la midollare è costituita da numerose 
formazioni coniche striate, chiamate piramidi renali, con la base diretta verso la superficie 
esterna del rene ed i cui apici convergono verso il seno renale, dove formano le papille renali, 
ovvero delle papille prominenti che sporgono nel lume dei calici minori, ciascuno dei quali 
comprende da una a tre papille. Ogni piramide con la sostanza corticale che la circonda 
costituisce un lobo del rene. La corticale del rene si trova immediatamente sotto la capsula 
fibrosa, circonda la base delle piramidi e si spinge dentro il seno renale nell'intervallo tra 
piramidi adiacenti. Le parti della corticale che si addentrano fra le piramidi formano le 
colonne renali. In Figura 2.1 è mostrato un disegno di una sezione longitudinale di rene, in 
cui sono esplicitate le strutture sopradescritte. 
 
 
2.2 Struttura fine del rene 
Al microscopio possono essere osservati numerosissimi tubuli uriniferi, strettamente 
addensati. Ogni tubulo urinifero è formato da due porzioni embriologicamente distinte, il 
nefrone o struttura secernente, che a sua volta comprende  il corpuscolo renale  dove  avviene  
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Figura 2.1: Sezione longitudinale di rene in cui sono mostrati l'uretere, la pelvi e la sua divisione in calici e 
l'aspetto macroscopico del  rene normale [© Anatomia del Gray]. 
 
 
 
 
la filtrazione di costituenti del plasma e il tubulo renale adibito al riassorbimento selettivo di 
parti del filtrato del corpuscolo renale, fino al raggiungimento della composizione finale 
dell'urina; l'altra porzione, che compone il tubulo urinifero, è il tubulo collettore, che trasporta 
l'urina proveniente dai tubuli renali verso il condotto papillare [1,2].  
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2.2.1 Corpuscolo renale 
I corpuscoli renali (di Malpighi) sono piccoli corpi sferoidali, con un diametro medio di 0.2 
mm, contenuti nella corticale renale (Figura 2.2). Ogni corpuscolo renale è costituito da due 
parti, una più interna, il glomerulo, ed una membrana che costituisce la parte iniziale, 
sacciforme, del tubulo renale, la capsula renale. Il glomerulo è una rete di capillari tenuti 
assieme da scarso connettivo. Esso collega l'arteriola afferente che entra nella capsula, 
all'arteriola efferente che emerge dalla capsula nello stesso punto, che è perciò chiamato polo 
vascolare del corpuscolo.  
 
 
 
 
Figura 2.2: disegno rappresentativo di un corpuscolo renale e delle strutture adiacenti [© John Wiley & Sons] 
 
 
 
La capsula renale (di Bowman) è l'estremità cieca ed espansa del tubulo renale, nella quale 
risulta invaginato il glomerulo. Presenta un foglietto esterno (parietale) tappezzato da un 
epitelio di tipo pavimentoso; fra glomerulo e foglietto parietale è presente una cavità, lo 
spazio di Bowman (capsulare) che ha dimensioni variabili in funzione dell'attività secretoria 
del glomerulo. A contatto con i capillari del glomerulo (foglietto viscerale o glomerulare) 
sono disposte cellule epiteliali specializzate, i podociti, che presentano una forma stellata 
appiattita attraverso cui avvolgono i capillari. La fusione fra le membrane basali dell'endotelio 
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e dei podociti genera la membrana basale glomerulare, che rappresenta l'unica barriera al 
passaggio di fluidi dal lume dei capillari alla cavità della capsula  (Figura 2.3).  La  membrana 
 
 
 
 
Figura 2.3: Immagine al microscopio elettronico in cui si osserva un podocita avvolto al capillare e la fusione 
con la membrana basale dell'endotelio [© Dr. Enzo Boncompagni]. 
 
 
 
basale glomerulare agisce quindi come un filtro selettivo, che permette il passaggio di alcune 
sostanze quali sangue, acqua e piccole molecole, e trattiene le molecole più grandi.  
All'interno del glomerulo sono presenti anche le cellule del mesangio,  dotate di proprietà 
fagocitaria e contrattile.  
 
 
2.2.2 Tubulo renale 
Il tubulo renale è formato dai seguenti tratti: la capsula renale, già descritta, a cui è connesso 
attraverso un colletto il tubulo convoluto prossimale; la porzione terminale del tubulo 
convoluto prossimale, rettilinea o leggermente spiralata, si porta verso la midollare, per 
continuarsi con la porzione discendente dell'ansa di Henle, connessa mediante una curva a U 
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alla porzione ascendetente. La porzione ascendente continua con il tubulo convoluto distale 
ed infine diviene rettilineo nel tratto intercalare, che termina aprendosi nel tubulo collettore 
(o retto). I tubuli collettori hanno inizio nei raggi midollari della corticale, si uniscono a brevi 
intervalli l'uno all'altro e infine si aprono in tubuli più ampi, i condotti papillari (di Bellini) 
che sboccano, a loro volta, alla sommità di una papilla [1]. Uno schema raffigurante i tratti del 
tubulo renale è rappresentato in Figura 2.4. 
 
 
 
 
Figura 2.4: Schema rappresentativo dei tratti componenti un tubulo renale. 
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2.2.3 Apparato iuxtaglomerulare 
L'apparato iuxtaglomerulare è deputato al controllo dell'attività dei singoli nefroni; esso è 
composto da tre tipi di cellule differenti: le cellule iuxtaglomerulari, posizionate nel contesto 
della tonaca muscolare del tratto terminale dell'arteriola afferente, che hanno un aspetto 
intermedio tra cellule muscolari lisce (di cui posseggono l'apparato contrattile actina-miosina) 
e cellule secernenti: nel citoplasma di queste cellule si trovano granuli contenenti renina. 
Pertanto costituiscono presumibilmente dei barocettori della pressione arteriosa, in risposta 
alla quale secernono nel circolo l'enzima renina. Le cellule del mesangio extraglomerulare 
(di Goormaghtigh), che si trovano appunto nel mesangio extraglomerulare, ovvero nello 
spazio tra le arteriole afferente ed efferente. Sono provviste di pseudopodi tramite i quali sono 
in contatto con le cellule della macula densa, con le cellule delle arteriole e con il mesangio 
glomerulare. È stato ipotizzato che le cellule di Goormaghtigh costituiscano un collegamento 
tra il mesangio glomerulare e l'apparato iuxtaglomerulare. Le cellule della macula densa 
sono cellule epiteliali appartenenti all'epitelio del segmento rettilineo del tubulo distale (o 
segmento spesso ascendente dell'ansa di Henle), nel suo tratto terminale, in cui il tubulo 
giunge in prossimità del corpuscolo renale, e in particolare nell'angolo tra la terminazione 
dell'arteriola afferente e l'origine dell'arteriola efferente. La macula densa svolge la funzione 
di chemocettore, ossia di sensore chimico, specializzato nel rilevare la concentrazione di 
cloruro di sodio nel liquido tubulare. Una riduzione di tale concentrazione viene percepita 
dalla macula densa come una riduzione della pressione arteriosa sistemica, poiché in questo 
caso, normalmente, l'escrezione urinaria di sodio si riduce [3,4]. Le cellule che compongono 
l'apparato iuxtaglomerulare sono osservabili nella Figura 2.5.  
 
2.2.4 Irrorazione ed innervazione del rene 
2.2.4.1 Arterie 
I principali vasi arteriosi del rene sono le due arterie renali, sinistra e destra, due vasi di 
grosso calibro (5–7 mm) che si distaccano dall'aorta addominale e decorrono dietro le vene 
renali. Ciascuna arteria renale si divide in un ramo anteriore alla pelvi renale, detto prepielico 
e in uno posteriore, detto retropielico. Il ramo prepielico si divide in ulteriori quattro rami, 
dette arterie segmentali, che irrorano le porzioni apicale, superiore, media ed inferiore di 
ciascun rene, mentre l'arteria retropielica si divide in rami che vascolarizzano tutti un unico 
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segmento, quello posteriore. Troviamo cinque arterie segmentali per ciascun rene. Ogni 
arteria segmentale si divide in alcune arterie lobari, di norma una per ciascuna piramide 
renale verso cui si dirigono, ma prima di giungervi ciascuna di queste si divide in  2-3  arterie  
 
Figura 2.5: Schema rappresentativo dell'apparato iuxtaglomerulare, con identificazione dei tre tipi cellulari che 
lo compongono. 
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interlobari, che decorrono attorno alla corrispondente piramide renale dirigendosi dall'apice 
alla base, verso la corticale. Giunte a livello della corticale interna, ogni arteria interlobare si 
sdoppia ad angolo retto in due arterie arcuate, che decorrono alla base delle piramidi renali. 
Ogni arteria arcuata emette ulteriori rami che si distaccano da essa ad angolo retto: le arterie 
interlobulari, che si dispongono radialmente nella corticale interna ed esterna del rene. La 
maggior parte delle arterie interlobulari si dirige verso un glomerulo, ma alcune perforano la 
corticale vascolarizzando la capsula renale dove formano il plesso capsulare. Le arterie 
interlobulari che si dirigono verso il glomerulo non vi entrano direttamente, ma si diramano in 
rami laterali, le arteriole glomerulari afferenti. L'arteriola glomerulare afferente penetra in un 
corpuscolo renale formando il glomerulo, per poi uscirne sotto il nome di arteriola 
glomerulare efferente. Le arteriole glomerulari efferenti raccolgono il sangue filtrato nei 
glomeruli, e formano un plesso di capillari arteriosi attorno ai tubuli renali. La midollare del 
rene è vascolarizzata da arteriole glomerulari efferenti o aglomerulari provenienti dalla 
corticale interna e talvolta anche da porzioni più superficiali della corticale. Giunte nella 
midollare, le arteriole efferenti danno origine a 10-25 arteriole rette che discendono nei raggi 
midollari formando un plesso capillare a livello della papilla. Seguono quindi in generale il 
percorso dei tubuli contorti prossimali e distali e dei dotti collettori. 
2.2.4.2 Vene 
I capillari venosi che si formano da quelli arteriosi a livello della papilla renale si uniscono a 
formare le venule rette ascendenti, che risalgono lungo i raggi midollari seguendo le arteriole 
a cui sono accoppiate fino a drenare a livello della base delle piramidi renali nelle vene 
arcuate o nelle vene interlobulari. Le arteriole discendenti e le venule ascendenti sono perciò 
molto vicine tra loro e questo facilita fenomeni di scambio. Le venule ascendenti drenano 
direttamente nelle vene arcuate ma più spesso nel plesso venoso peritubulare che a sua volta 
drena nella vena interlobulare, così come le vene della capsula renale. Le vene interlobulari 
decorrono verso la corticale interna dove drenano nelle vene arcuate, le vene arcuate drenano 
nelle vene interlobari, che discendono lungo le colonne renali per formare infine le due vene 
renali che escono dall'ilo del rene. Le vene renali possono essere doppie. 
2.2.4.3 Vasi linfatici 
I vasi linfatici del rene drenano in tre plessi, collocati nel tessuto adiposo perirenale, nella 
capsula renale e attorno ai tubuli renali. I vasi linfatici che decorrono lungo i dotti collettori 
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seguono il decorso delle vene renali e drenano la linfa in vasi di calibro sempre maggiore sino 
a formare a livello dell'ilo 4-5 tronchi linfatici che seguono la vena renale, ricevono i vasi 
linfatici del plesso capsulare e terminano nei linfonodi aortici laterali. Il plesso nel tessuto 
adiposo perirenale, invece, drena direttamente nei linfonodi aortici laterali. 
2.2.4.4 Nervi 
I nervi del rene si dispongono a formare un plesso renale che dipende, in massima parte, del 
plesso celiaco e, in misura minore, dei nervi splancnici. Il plesso renale presenta lungo il suo 
decorso piccole formazioni gangliari, raggiunge il rene seguendo l'arteria renale e si 
distribuisce ai nefroni (plessi terminali peritubulari e pericapsulari) e alle diramazioni dei vasi 
renali (plessi terminali perivascolari). I nervi spinali partecipano alla regolazione del flusso 
ematico renale, della velocità di filtrazione glomerulare e del riassorbimento di acqua e sali da 
parte del nefrone. L’innervazione del rene è costituita da fibre nervose simpatiche che 
originano principalmente dal plesso celiaco. Le fibre adrenergiche che innervano il 
parenchima renale liberano noradrenalina e dopamina. Queste fibre innervano inoltre le 
cellule granulari che secernono renina situate nelle arteriole afferenti ed efferenti; l’aumento 
dell’attività simpatica provoca secrezione di renina. Alcune fibre nervose simpatiche 
innervano anche il tubulo prossimale, l’ansa di Henle, il tubulo distale e il dotto collettore. 
L’attivazione di queste fibre incrementa il riassorbimento di sodio da parte di questi segmenti 
del nefrone [5]. 
 
 
2.3 Patologia del rene 
L'inquadramento delle malattie renali è il frutto di un compromesso alla cui composizione 
intervengono elementi etiopatogenetici, morfologici e clinici, ciascuno dei quali è, allo stato 
attuale delle conoscenze, incapace di costituire da solo il cardine di una classificazione 
soddisfacente [6]. Di seguito sono riportate e descritte le principali patologie che colpiscono il 
rene. 
 
14 
 
2.3.1 Malformazioni congenite 
Tra le anomalie congenite troviamo l'agenesia, che è attribuita a un difetto di formazione 
dell'abbozzo ureterale che causa un arresto di sviluppo del tessuto mesodermico, e porta alla 
mancanza di formazione di uno (agenesia unilaterle) o entrambi (agenesia bilaterale) i reni 
del neonato. L'agenesia bilaterale risulta fortunatamente piuttosto rara, e porta il neonato a 
morire entro poche ore dal parto; essa è associata generalmente ad altre malformazioni o 
anomalie, in particolare cardiovascolari e scheletriche. A differenza dell'agenesia unilaterale, 
quella bilaterale si trasmette su base genetica. L'agenesia unilaterale è più frequentemente 
osservata nei nati morti, in quanto si associa generalmente ad altre gravi malformazioni, tra 
cui malformazioni cardiache, dell'apparato genitale e spina bifida. Quando l'agenesia 
unilaterale è isolata, essa è perfettamente compatibile con la vita; si assiste all'iperplasia e 
ipertrofia compensatoria del viscere controlaterale che può raggiungere un volume doppio 
rispetto alla norma.  
Tra le malformazioni congenite troviamo anche anomalie di sede in cui il rene si trova in 
posizioni diverse da quelle anatomiche, anomalie di forma, in cui il rene può mantenere una 
forma analoga a quella fetale (dismorfismo lobare) o assumere le forme a disco, a ferro di 
cavallo, ad anello, a focaccia, a "L" e a "S". Ancora, troviamo anomalie di differenziazione, 
che hanno come conseguenze una serie di alterazioni morfologiche, la più rilevanti delle quali 
è la formazione di cisti. In particolare troviamo la displasia renale, con cui si indica la 
presenza nel rene o nella regione renale di strutture che non compaiono nel corso della 
normale nefrogenesi. La malattia policistica che può essere di tipo autosmico dominante e 
recessivo, e che porta alla formazione di cisti sempre più numerose e più grandi che 
progressivamente offuscano la struttura della corticale e della midollare. Il rene a spugna, che 
si ritiene derivi da una malformazione congenita dei dotti collettori. Si osservano piccole cisti 
a livello della midollare. La nefronoftisi, responsabile del 20% delle insufficienze renali 
infantili, presenta cisti nella giunzione cortico-midollare. Infine le cisti semplici sono lesioni 
molto comuni, presenti in più della metà degli individui con più di 50 anni. Non danno 
generalmente sintomi, a meno di complicazioni, e hanno dimensioni che variano da pochi 
millimetri a parecchi centimetri.     
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2.3.2 Malattie glomerulari 
Il glomerulo renale è spesso il bersaglio iniziale di diverse patologie che interessano 
specificamente il rene (glomerulopatie primitive) o che lo coinvolgono nell'ambito di una 
malattia a diffusione sistemica (glomerulopatie secondarie). Le malattie glomerulari 
rappresentano la percentuale maggiore di morbosità renale e sono responsabili di circa la metà 
dei nuovi casi di insufficienza renale cronica che ogni anno richiedono dialisi periodica o 
trapianto [7].  
2.3.2.1 Glomerulopatie primitive 
Rientrano nella categoria delle glomerulopatie primitive essenzialmente tre tipi di patologie: 
le glomerulonefriti proliferative diffuse, le glomerulonefriti proliferative focali e la sindrome 
nefrosica. Per quanto concerne le glomerulonefriti proliferative diffuse, esse racchiudono 
diversi tipi di nefriti, tra cui, in particolare troviamo: la glomerulonefrite proliferativa 
intracapillare, che si manifesta generalmente sotto forma di sindrome nefritica acuta, e solo 
occasionalmente si associa a una sintomatologia di tipo nefrosico. Al microscopio ottico le 
lesioni più evidenti si riscontrano nei glomeruli, che vengono colpiti in maniera globale e 
diffusa (Figura 2.6b). La glomerulonefrite proliferativa extracapillare, che si manifesta di 
norma come una sindrome nefritica rapidamente progressiva che, nella storia naturale della 
malattia, raggiunge lo stato uremico tra 3-4 mesi e l'anno. La maggior parte dei glomeruli, 
osservati al microscopio ottico, presenta uno spazio urinifero occupato da semilune cellulari 
floride (Fugura 2.6c).  La glomerulonefrite memabranoproliferativa, che racchiude al suo 
interno il tipo I (a depositi sottoendoteliali o glomerulonefrite mesangiocapillare); malattia a 
decorso cronico con esacerbazioni che colpisce ogni età. I glomeruli appaiano ipercellulari e 
con assi mesangiali allargati per aumento del numero di cellule e di matrice (Figura 2.6d). La 
glomerulonefrite membranoproliferativa include inoltre il tipo II (a depositi densi), 
caratterizzata dalla presenza di depositi nastriformi nello spessore delle membrane basali 
glomerulari, della capsula di Bowman e dei tubuli. In osservazione ottica, per quanto possa 
essere simile al tipo I, in genere mostra una proliferazione mesangiale più modesta e più 
sporadici aspetti di d'interposizione mesangiale. Le membrane basali risultano ispessite 
(Figura 2.6e). E' stato descritto anche un tipo III che risulta una variante della tipo I, 
caratterizzata dal prevalere della proliferazione endocapillare e dalla presenza di depositi in 
sede extramembranosa.  
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Per quanto riguarda le  glomerulonefriti proliferative focali, esse devono il loro nome al 
fatto che nello stesso rene si possono trovare, all'analisi microscopica, glomeruli del tutto 
normali accanto ad altri con quadri di proliferazione endoteliale o mesangiale. Addirittura in 
alcuni glomeruli, all'interno dello stesso glomerulo, solo alcuni lobuli appaiono ipercellulari. 
Tra queste patologie troviamo la glomerulonefrite di Berger (a depositi mesangiali di IgA), 
definita dal riscontro, all'esame immunoistochimico, di IgA in sede mesangiale. Il quadro 
istologico all'esame microscopico è alquanto vario; generalmente la componente cellulare 
iperplastica è pertinente al mesangio (Figura 2.6f). Troviamo inoltre la glomerulonefrite in 
corso di endocardite, con patogenesi immunologica, legata all presenza di immunocomplessi 
circolanti con componente antigenica batterica.  
Infine, la sindrome nefrosica, che presenta come elemento sintomatologico cardinale la 
proteinuria di origine glomerulare, provocata dal danno della parete del capillare in 
conseguenza di svariate cause che alterano i meccanismi di controllo della filtrazione delle 
macromolecole. La sindrome nefrosica può essere suddivisa come: nefrosi lipoidea, 
tipicamente riscontrabile in età infantile, si manifesta con intensa proteinuria selettiva e 
funzionalità renale conservata. Al microscopio ottico i glomeruli risultano del tutto normali o 
con lieve e disomogeneo incremento delle cellule e della matrice del mesangio. 
Glomerulosclerosi focale e segmentaria, identificabile in diverse nefropatie come esito di 
lesioni glomerulari di varia natura. All'indagine ottica si osservano glomeruli di aspetto 
normale e altri lesi, con prevalenti alterazioni del tipo sclero-ialino (Figura 2.6g). 
Glomerulonefrite membranosa, costituisce la causa più frequente di sindrome nefrosica 
nell'adulto, e nella maggior parte dei casi non sono identificati agenti etiologici o malattia 
concomitanti. All'esordio presente proteinuria elevata con funzione renale nella norma. Al 
microscopio ottico si osservano lesioni diffuse e generalizzate che si modificano con il tempo. 
In fasi avanzate presenta membrani basali fortemente ispessite, di aspetto rigido (Figura 2.6h). 
Tra le sindromi nefrosiche si riportano anche sindromi nefrosiche congenite, molto rare, che 
si manifestano nell'arco dei primi giorni dalla nascita e portano a morte del paziente entro i 
primi due anni di vita.  
2.3.2.2 Glomerulopatie secondarie 
Ci sono diverse patologie sistemiche che causano glomerulopatie; tra esse troviamo il lupus 
erythematodes. In corso di questa patologia le caratteristiche del danno glomerulare variano a 
seconda dei casi; possono osservarsi reni normali, senza la presenza di alcun tipo di lesione, 
possono osservarsi lesioni mesangiali, glomerulonefrite proliferativa focale e segmentaria, 
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Figura 2.6: Immagini di glomeruli. (a) glomerulo normale, (b) con glomerulonefrite proliferativa intracapillare, 
(c) con glomerulonefrite proliferativa extracapillare, (d) con glomerulonefrite memabranoproliferativa di tipo I 
(e) e di tipo II (f), con glomerulosclerosi focale e segmentaria (g), e con glomerulonefrite membranosa (h). 
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glomerulopatia proliferativa diffusa, o glomerulopatia membranosa. Ancora possiamo 
trovare lesioni renali in corso di diabete mellito, infatti il rene è uno degli organi più 
frequentemente e gravemente colpito in corso di diabete. Il danno renale può manifestarsi 
sotto svariate forme; per quanto riguarda le glomerulopatie troviamo glomerulosclerosi 
diabetica, che compare in circa il 40% dei pazienti di tipo I e nel 15-30% di quelli col tipo II 
ed è più frequente nelle donne. Nell'analisi microscopica si distinguono glomerulosclerosi 
nodulare, in cui si osservano noduli di varia ampiezza irregolarmente distribuiti nell'ambito 
del singolo glomerulo, e glomerulosclerosi diffusa in cui gli assi mesangiali risultano più 
modestamente, ma omogeneamente ampliati, e le membrane basali ispessite (Figura 2.7a).  
Numerose sono le lesioni renali in corso di disprotidemia, in particolare in corso di mieloma, 
malattia di Waldenstrom, crioglobulinemia e amiloidosi. In corso di mieloma si osserva 
tubulopatia ostruttiva mielomatosa, che risulta in un'occlusione del lume dei tubuli distali e 
collettori da parte di voluminosi cilindri di aspetto laminato o simil-cristallino; lesioni 
glomerulari da depositi di catene leggere, in cui il danno glomerulare si manifesta come una 
glomerulosclerosi nodulare (Figura 2.7b). Nella malattia di Waldenstrom il coinvolgimento 
renale è raro, e si può collegare alla produzione di catene leggere con successiva deposizione 
di amiloide, o alla produzione di IgM monoclonali. In corso si crioglobulinemia il danno 
renale è più frequente nelle forme miste IgC-IgM correlate all'infezione da virus C 
dell'epatite. Si osserva una spiccata ipercellularità glomerulare. L'amiloidosi può comportare 
depositi di amiloide AL nel rene; l'amiloide si deposita in corrispondenza dei glomeruli, dei 
tubuli e dei vasi. I glomeruli sono ipocellulari, con assi mesangiali allargati per deposizione di 
amiloide che appare sotto forma di materiale ialino o finemente granulare (Figura 2.7c).  
Tra le lesioni glomerulari in corso di disprotidemia troviamo ancora le glomerulonefriti 
fibrillari e immunotattoidi, caratterizzate dalla presenza nelle membrane basali e nella 
sostanza fondamentale del mesangio di depositi costituiti da fibrille di 7-20 nm di diametro, o 
da microtubuli di diametro maggiore (20-50 nm). All'indagine microscopica si osservano 
frequentemente lesioni glomerulari membranose o proliferative mesangiali (Figura 2.7d).  
Tra le glomerulopatie secondarie hanno rilevanza anche le lesioni renali in rapporto con la 
gravidanza, tra cui si annovera l'insufficienza renale acuta idiopatica postpartum, che 
rappresenta una complicanza tardiva, spesso con prognosi infausta, almeno per quanto 
concerne la funzione renale, di una gravidanza a decorso regolare. Sempre tra le lesioni renali 
in rapporto con la gravidanza troviamo la nefropatia gravidica, che si manifesta dopo la 
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trentesima settimana di gestazione. Alla microscopia ottica i glomeruli risultano ingranditi, 
con lumi dei capillari caratteristicamente privi di sangue.  
 
 
 
Figura 2.7: Immagini di glomeruli. Glomerulo con , (a)  glomerulosclerosi diabetica, (b) lesioni da depositi di 
catene leggere, (c) deposizione di amiloide, e (d) glomerulonefrite fibrillare e immunotattoide.  
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2.3.3 Malattie tubulo-interstiziali 
Il danno tubulo-interstiziale in corso di nefropatie è un evento piuttosto frequente. In alcuni 
casi esso rappresenta uno dei componenti di quadri clinici più complessi, in altri invece 
rappresenta la lesione primitiva e preminente che solo secondariamente  e  in  fasi  più  tardive 
potrà complicarsi con lesioni di altri componenti del rene.  
La malattia tubulo-interstiziale più nota è la necrosi tubulare acuta, responsabile principale 
dell'insufficienza renale acuta. Questa necrosi può essere di due tipi: la necrosi tubulare 
acuta nefrotossica, in cui le sostanze tossiche filtrate dal glomerulo esercitano la loro azione 
lesiva sul tubulo contorto prossimale, in cui sono in gran parte assorbite; la necrosi tubulare 
ischemica, in cui si individua un danno focale, con alternanza di piccoli focolai di necrosi e 
aree risparmiate. Le lesioni a carico del tubulo contorto prossimale sono modeste, e sono 
rappresentate da una dilatazione del lume. Si osserva anche l'interruzione o la scomparsa della 
membrana basale tubulare.  
Tra le altre malattie tubulo-interstiziali troviamo la tubulopatia osmotica o da degenerazione 
idropica, osservabile prevalentemente in pazienti che abbiano ricevuto iniezioni endovenose 
di soluzioni ipertoniche, e che manifesta, a livello microscopico, lesioni al tubulo contorto 
prossimale le cui cellule presentano citoplasma rigonfio per la presenza di fini vacuoli tra loro 
stipati. Troviamo ancora la tubulopatia ipopotassiemica, in cui si osserva perdita di potassio; 
le malattie tubulo-interstiziali da cause infettive, di cui i batteri sono la principale causa, ma 
vi sono anche infiammazioni causate da virus, miceti e parassiti. In questi casi si parla di 
pielonefrite, definita come un danno morfologico a carico del parenchima renale e delle alte 
vie escretrici urinarie. Il termine nefrite interstiziale viene invece impiegato per le forme 
caratterizzate da un danno infiammatorio limitato al parenchima, con risparmio delle vie 
escretrici. Ancora, possono essere identificate le malattie tubulo-interstiziali da cause 
immunologiche, in cui rientrano un gran numero di nefropatie da farmaci; le malatte da cause 
metaboliche, quelle associate con necrosi papillare, da cause fisiche e da cause sconosciute. 
Tra queste ultime troviamo la nefrite dei balcani, segnalata solo tra gli abitanti di limitate 
zone geografiche in ex Jugoslavia, Bulgaria e Romania, in cui le manifestazioni cliniche e 
funzionali del danno renale compaiono in prevalenza in soggetti tra 30 e 50 anni., e dal 
momento della comparsa, si manifesta l'insufficienza renale cronica in circa 3 anni.  
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2.3.4 Malattie dei vasi 
I vasi del rene, in particolare le arterie, presentano frequentemente lesioni di varia gravità che 
possono essere causa a loro volta di ulteriori alterazioni parenchimali. Il danno vascolare si 
può configurare sotto forma di lesioni della parete arteriosa, o sotto forma di occlusione 
localizzata o diffusa del lume di origine embolica o trombotica. Il danno vascolare è 
strettamente correlato con l'ipertensione; quest'ultima risulta strettamente coinvolta dal punto 
di vista renale con il quadro di nefrosclerosi. In particolare possiamo individuare la 
nefrosclerosi benigna, in cui la funzione renale è conservata per lungo tempo, e comunque in 
non più del 5% dei pazienti si deteriora fino a causare la morte; e la nefrosclerosi maligna, 
caratterizzata da un'ipertensione con pressione diastolica superiore ai 130 mmHg. Il decorso 
della malattia si accompagna a un rapido declino della funzione renale. Il sedimento urinario 
risulta alterato, con comparsa di ematuria e proteinuria. L'insufficienza renale si instaura nello 
spazio di un anno. Tra le altre lesioni renali accompagnate da malattie dei vasi troviamo le 
lesioni in corso di sclerodermia, le lesioni in corso di arteriti e la necrosi corticale. 
Quest'ultima, piuttosto rara, è prevalentemente connessa a complicazioni della gravidanza o 
del parto, in particolare con il distacco prematuro della placenta. Infine va annoverato il fatto 
che i reni sono sede elettiva di infarto, verosimilmente a causa dell'intensa perfusione che 
facilita l'afflusso di emboli. In particolare si può verificare l'infarto ischemico, che avviene 
nella maggior parte dei casi per l'incuneamento di un embolo proveniente dalla circolazione 
arteriosa sistemica, e quello emorragico, molto più raro, causato da trombosi delle 
diramazioni della vena renale con successiva estensione ai rami di maggior calibro.  
 
2.3.5 Tumori 
Nell'ambito della patologia oncologica primitiva del rene si annoverano tumori benigni di 
natura epiteliale (adenoma renale o adenoma corticale) o connettivale (fibroma renale, 
leiomioma, emangioma, angiomiolipoma, tumore di cellule iuxtaglomerulari) e tumori 
maligni, di norma di origine epiteliale (carcinoma di cellule renali, oncocitoma), ma anche di 
origine connettivale (leiomiosarcomi, liposarcomi, emangiopericitomi, rabdomiosarcomi). 
Inoltre troviamo tumori derivanti dal blastema renale di tipo benigno (nefroma mesoblastico, 
nefroma cistico multiloculare) e di tipo maligno (nefrobastoma o tumore di Wilms).   
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Lo sviluppo del rene umano è un processo complesso e ancora non del tutto chiarificato, che 
richiede interazioni tra componenti epiteliali e mesenchimali, con l’obiettivo di coordinare lo 
sviluppo di numerosi tipi di cellule specializzate epiteliali, endoteliali e stromali, all’interno 
della complessa architettura renale [8,9].  Data la complessità di questo processo, lo sviluppo 
del rene è diventato un paradigma per la differenziazione delle cellule epiteliali, le interazioni 
epiteliali-mesenchimali, la transizione mesenchimale-epiteliale e per la morfogenesi in 
generale [10].  
 
 
3.1 Lo sviluppo del rene   
L’apparato urinario si origina dal mesoderma intermedio (peduncoli mesodermici), ovvero 
quella porzione del mesoderma che collega i somiti al mesoderma lateroventrale delaminato 
[11]. Il mesoderma intermedio, verso la fine della terza settimana, si isola sia dal mesoderma 
somitico sia da quello lateroventrale formando da ciascun lato un cordone cellulare, il cordone 
nefrogeno. Quest’ultimo nella regione cervicale, si segmenta trasversalmente in nefrotomi, 
mentre nella regione toracica va incontro solo ad una segmentazione parziale e in quella 
caudale rimane insegmentato, costituendo un ammasso cellulare compatto (blastema 
metanefrogeno). L’apparato urinario si sviluppa mediante tre abbozzi con funzioni secretorie, 
che nella vita embrionale si susseguono nel tempo e nello spazio in direzione craniocaudale: i 
primi due, il pronefro e il mesonefro, sono organi transitori, ma il loro sviluppo sequenziale 
è necessario per il completo sviluppo del metanefro, che darà luogo al rene. Lo schema in 
Figura 3.1 mostra le diverse fasi della nefrogenesi umana. Il pronefro, la prima rudimentale e 
più semplice forma di rene, compare nell’embrione intorno al ventunesimo giorno. È 
composto da tre componenti principali: un’unità filtrante, detta glomo o glomerulo; un dotto 
che trasporta il filtrato alla cloaca; una serie di dotti che collegano il glomo col dotto. Il glomo 
è situato in una cavità centrale del pronefro, detta nefrocele. Dal nefrocele originano dei dotti 
che confluiscono nel dotto pronefrico, dal quale originerà poi il dotto mesonefrico e il dotto di 
Wolff [12-17]. Una volta che il filtrato del glomo confluisce nel nefrocele, esso viene spinto 
verso i tubuli pronefici dalle cellule di rivestimento ciliate; le cellule tubulari di rivestimento, 
fornite anch’esse di ciglia, facilitano lo scorrimento del filtrato verso il dotto pronefrico, che 
fa confluire  il  filtrato  nella  cloaca.  Le  cellule   tubulari  pronefriche    presentano   un   alto    
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Figura 3.1:  differenti fasi della nefrogenesi umana. (a) la gemma ureterica, un solido aggregato di cellule 
epiteliali, prolifera e invade il circostante mesenchima metanefrico. (b) le cellule del mesenchima metanefrico si 
aggregano intorno alle estremità delle diramazioni epiteliali, dando avvio al processo di transizione 
mesenchimale-epiteliale (MET). (c) Dalle cellule epiteliali che si sono originate dal MET si generano le 
vescicole renali e i “corpi a forma di virgola”. (d) Una seconda fessura trasforma i “corpi a virgola” nei “corpi a 
forma di S”. (e) L’estremità prossimale di ciascun corpo a forma di virgola si trasforma nel tubulo prossimale e 
distale che si fonde con l’estremità della gemma ureterale, che subisce un processo di cavitazione e si trasforma 
nel dotto collettore. (f) Il processo di glomerulogenesi inizia con l’invasione da parte di cellule endoteliali 
immature della seconda fessura del corpo a forma di virgola, dando origine al ciuffo vascolare primitivo e i vasi 
afferenti ed efferenti. 
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grado  di  differenziazione  e,  grazie  alla presenza sul loro polo apicale di rudimentali 
microvilli, operano un primo riassorbimento selettivo di sostanze dal filtrato [11]. In sostanza, 
il pronefro si presenta come un unico nefrone gigante, costituito da un unico glomerulo 
accolto in una capsula di Bowman, il nefrocele, e da una serie di tubuli corrispondenti ai 
tubuli contorti prossimali e distali e al collettore. Il tubulo pronefrico è l’equivalente 
dell’uretere. Le cellule tubulari pronefriche sviluppano giunzioni aderenti intercellulari e 
mostrano un orletto a spazzola perfettamente funzionante. La differenziazione va di pari passo 
alla loro migrazione distale, con la formazione delle tipiche anse dei tubuli collettori. Il 
processo di allungamento dei tubuli e di differenziazione cellulare è, in gran parte, 
autoregolato e dipende dal flusso del filtrato renale che, mediante stimoli pressori, regola la 
differenziazione, la proliferazione e migrazione delle cellule dei tubuli pronefrici, 
orchestrando la costruzione della prima unità tubulare renale. Con ogni probabilità. il ruolo 
fondamentale del pronefro nella nefrogenesi non è rappresentato dalla comparsa delle singole 
strutture renali, bensì dalla messa a punto della tecnica costruttiva che sarà alla base della 
genesi, nel metanefro, del rene maturo; tale tecnica è rappresentata dalla transizione 
mesenchimale-epiteliale, cioè dalla capacità delle cellule mesenchimali multipotenti che 
costituiscono il pronefro di differenziarsi non solo verso cellule mesenchimali, come le cellule 
vascolari che vanno a costituire il glomo, ma anche di dare origine a cellule epiteliali, tra cui 
quelle che rivestono il nefrocele e le cellule dei tubuli contorti. La trasformazione 
mesenchimo-epiteliale è attiva nel pronefro ed è regolata dal fibroblast growth factor (FGF), 
un gene fondamentale anche nello sviluppo del metanefro [9]. 
La vita del pronefro è di breve durata e, intorno al venticinquesimo giorno della gravidanza, 
ha inizio la sua regressione, cui si accompagna lo sviluppo del mesonefro, che raggiunge il 
suo pieno sviluppo al 33° giorno, quando ha inizio la sua involuzione, contemporaneamente 
allo sviluppo del metanefro. Il mesonefro è caratterizzato dalla costruzione dei primi nefroni 
maturi che possono raggiungere, nell’embrione umano, il numero di 40. I nefroni mesonefrici 
sono formati da glomeruli e da tubuli prossimali e distali, capaci di produrre piccole quantità 
di urina, che viene convogliata direttamente nel dotto di Wolff. Nel mesonefro non sono 
presenti le anse di Henle, né si sviluppa l’apparato iuxtaglomerulare. Nei feti di sesso 
femminile, il mesonefro va incontro a involuzione completa, mentre nei maschi i tubuli 
mesonefrici danno origine ai tubuli efferenti del testicolo e all’ epididimo [18]. 
Il metanefro, abbozzo del rene definitivo, compare verso la sesta settimana e deriva dalla 
porzione caudale non segmentata del rispettivo cordone nefrogeno, detta blastema 
metanefrogeno. Quest’ultimo viene raggiunto da una formazione tubulare che si sviluppa dal 
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basso, come diverticolo originato da quella parte del dotto di Wolff che è più prossima alla 
cloaca: diverticolo metanefrico o ureterico. Pertanto, nella cloaca si aprono, in alto il dotto 
allantoide e, lateralmente i dotti di Wolff, che a loro volta ricevono distalmente lo sbocco dei 
diverticoli ureterici. Successivamente, la cloaca si espande, assorbendo il tratto distale dei 
dotti di Wolff e, pertanto, gli abbozzi ureterali si aprono direttamente nella cloaca. I 
diverticoli ureterici presentano l’estremità superiore dilatata (pelvi primitiva); da questa 
originano numerosi tubuli che penetrano profondamente nel rispettivo blastema 
metanefrogeno, dando origine al sistema dei dotti collettori. La massa cellulare del blastema si 
organizza quindi in vescicole epiteliali allungate che evolvono in maniera analoga a quelle 
mesonefriche: in particolare esse incapsulano con un’estremità un glomerulo vascolare, 
mentre con l’altra si connettono ad un tubulo collettore. Dalle primitive vescicole 
metanefriche originano quindi i nefroni (corpuscoli e tubuli renali) mentre dai diverticoli 
ureterici e dalle loro diramazioni derivano le vie escretrici intrarenali (tubuli collettori e dotti 
papillari) ed extrarenali (calici, pelvi ed ureteri). Già al terzo mese di vita intrauterina il 
metanefro presenta un elevato grado di differenziazione e di funzionalità [19-21]. In Figura 
3.2 si possono osservare i passaggi che portano alla differenziazione del metanefro nelle 
strutture mature renali. 
 
Figura 3.2: Schema rappresentativo del processo di differenziazione del mesenchima metanefrico nelle strutture 
renali mature. 
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3.2 Fattori genetici ed epigenetici 
Negli ultimi anni, numerosi autori hanno messo in relazione fattori genetici ed epigenetici con 
ritardi o anomalie dello sviluppo renale e, più in generale, del feto. Quindi, oltre a giocare un 
ruolo fondamentale il genotipo ereditato, è apparsa sempre più importante l’influenza dei 
fattori così detti epigenetici, ovvero quei fenomeni ereditari in cui il fenotipo è determinato 
non tanto dal genotipo ereditato in sé, quanto dalla sovrapposizione al genotipo stesso di 
un'impronta che ne influenza il comportamento funzionale. In sostanza, dunque, un segnale 
epigenetico è un cambiamento ereditabile che non altera la sequenza nucleotidica di un gene, 
ma la sua attività.  
A livello renale è apparso che il numero totale di nefroni è altamente variabile nell'uomo alla 
nascita, in particolare, è stato associato il numero dei glomeruli e la dimensione dei reni con il 
peso dei neonati alla nascita [22]. L’ipotesi che ha preso piede è che il ritardo di crescita 
intrauterino (IUGR) possa giocare un ruolo importante nello sviluppo dei nefroni [23]. 
Recentemente l’attenzione è stata rivolta alle nascite pretermine; è stato dimostraro che essa 
può svolgere un ruolo importante nella nefrogenesi e nel numero di nefroni alla nascita [24], 
ed inoltre è stato osservato che i reni dei nati prematuri possono essere caratterizzati da 
maturazione accelerata con nefroni morfologicamente anormali [25]. Un altro importante 
risultato è stato ottenuto dal gruppo di Faa et al. [8], i quali hanno descritto una marcata 
variabilità interindividuale nel numero di nefroni alla nascita in neonati con stessa età 
gestazionale o stesso peso corporeo. Questa grande variabilità, di fatto scorrela il patrimonio 
nefronico al solo peso alla nascita, aprendo le porte all’eventualità dell’esistenza di un elevato 
numero di fattori, tra cui farmaci e interventi terapeutici [26], ma anche dieta materna e fumo, 
che potrebbero influenzare il numero di nefroni alla nascita e dunque alterare lo sviluppo 
renale. 
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4. Le Bioimmagini 
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Le bioimmagini microscopiche fanno parte della storia della bioingegneria cellulare e 
molecolare, e includono una varietà di tecniche che, a diversi livelli di risoluzione, 
consentono di caratterizzare biostrutture ed eventi cellulari. Le tecniche che fanno riferimento 
alle bioimmagini microscopiche consentono di osservare e studiare fenomeni biochimici e 
biofisici a livello della singola cellula o biostruttura una volta opportunamente identificata. 
L’analisi di immagine risulta dunque uno strumento utile per osservare e definire in modo 
oggettivo le variazioni morfologiche e densitometriche delle biostrutture coinvolte nei 
processi biologici. La disponibilità attuale di sistemi di acquisizione computerizzati e di 
metodi matematici per l’elaborazione veloce di grandi quantità di dati mette inoltre il 
bioingegnere nella situazione di poter eseguire numerose misure su ciascuna cellula o 
biostruttura, appartenente a una popolazione più o meno vasta [27].   
 
 
4.1 Classificazione funzionale delle bioimmagini 
In base alla funzione, le bioimmagini possono essere classificate come morfologiche e 
funzionali. Le immagini di tipo morfologico permettono una visione anatomica molto 
dettagliata, avendo come obbiettivo lo studio strutturale dell’apparato o organo di interesse;  
le immagini di tipo funzionale, di contro, permettono una visualizzazione della funzionalità 
del tessuto o dell’organo indagato, mentre i caratteri anatomici possono, eventualmente, 
risultare piuttosto approssimativi. Appare naturale quindi come il tipo di bioimmagine da 
utilizzare risulti strettamente correlata con l’indagine diagnostica da eseguire.   
 
 
4.2 Bioimmagini ottenute con microscopia ottica 
L’osservazione delle strutture biologiche è resa difficile sia dalle loro piccole dimensioni che 
dalla loro trasparenza. Attraverso la microscopia ottica è possibile rendere visibili i campioni 
biologici sia aumentando fortemente le loro dimensioni, sia aumentandone il contrasto, 
ovviando alla trasparenza delle cellule.  
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4.2.1 Il potere risolutivo del microscopio ottico 
L’aumento delle dimensioni osservabili di un campione è tanto maggiore quanto maggiore 
sarà il potere risolutivo del microscopio ottico usato, ovvero la sua capacità di produrre 
immagini distinte di due oggetti (punti) molto vicini fra loro [28]. Ogni microscopio possiede 
pertanto un limite di risoluzione, che viene definito come la minima distanza alla quale due 
punti risultano distinti tra loro. La risoluzione è un parametro molto importante per descrivere 
la "potenza" di un microscopio; più elevato sarà il potere di risoluzione, più ingrandita potrà 
essere l'immagine mantenendo chiarezza di dettaglio. La risoluzione (o potere risolutivo) d 
del microscopio ottico può essere ottenuta attraverso  la seguente equazione: 
𝑑 =
𝜆
𝑛 ·  𝑠𝑒𝑛 𝛼
                                                                    (1) 
Dove λ è la lunghezza d’onda della luce incidente, che per lo spettro del visibile è compresa 
tra 400 e 700 nanometri; n è l'indice di rifrazione del mezzo interposto tra obiettivo e vetrino, 
che per l’aria è 1.000292; α è il semiangolo del cono luminoso entrante. Uno schema di 
funzionamento dell’obiettivo del microscopio ottico è osservabile in Figura 4.1. 
 
 
Figura 4.1: Schema raffiugrante l’apertura numerica di un obiettivo. 
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La risoluzione dipende quindi dalla sorgente di luce; con un buon microscopio che utilizzi la 
luce bianca siamo in grado di discernere nitidamente oggetti con un diametro superiore a 0,2 
micrometri; questo ci permette di studiare in maniera piuttosto dettagliata le cellule eucariote, 
in quanto possiedono un diametro medio di 10-30 micron. 
  
4.2.2 La struttura del microscopio ottico  
La struttura di un microscopio ottico (osservabile in Figura 4.2) può essere suddivisa 
essenzialmente in due parti: una parte meccanica (stativo) e una parte ottica.  
 Lo stativo è a sua volta composto da: un sostegno, generalmente molto pesante, 
studiato per assorbire le vibrazioni derivanti dal piano di appoggio; un tavolino 
portaoggetti, in genere mobile (piano traslatore), sul quale vengono appoggiati i 
vetrini, presenta un'apertura attraverso  la  quale  passa  la  luce  che  proviene  da  una 
 
 
 
Figura 4.2: Schema raffigurante la struttura di un microscopio ottico. 
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sorgente luminosa. Esso è raccordato al sostegno mediante un sistema di manopole 
che permette sia grandi movimenti del tavolino in alto e in basso (vite macrometrica) 
sia spostamenti più ridotti, sempre nelle stesse direzioni, che servono per regolare la 
messa a fuoco dell'oggetto osservato (vite micrometrica); un tubo portalenti, in cui, 
nell’estremità superiore vengono alloggiati gli oculari, che tramite un sistema 
meccanico a slitta possono variare la loro distanza reciproca, adattandosi alla distanza 
tra le pupille, che in genere è di 65 mm. Nell'estremità inferiore presenta un 
portaobiettivi a revolver sul quale sono montati gli obiettivi. 
 La parte ottica è composta da un dispositivo di illuminazione, che presenta una fonte 
di illuminazione (lampada ad incandescenza o alogena) e un condensatore, ovvero un 
sistema ottico costituito da diverse lenti, che permette di focalizzare la luce in un unico 
punto. La lampada viene posta al di sotto di una lente convergente, che permette di 
concentrare i raggi luminosi verso il condensatore ottico. La parte ottica è inoltre 
composta da un sistema ottico che nei microscopi composti è costituito da oculare e 
obiettivo: l'oculare è costituito da un insieme di 2 lenti, che consente ingrandimenti 
compresi tra 3x e 20x; l'obiettivo, anch'esso composto da 2 o più lenti, può essere a 
secco, se tra la lente e il vetrino con il preparato vi è solo aria, oppure ad immersione. 
Gli ingrandimenti più usati sono il 10x e il 40x per gli obiettivi a secco, e il 100x per 
quelli ad immersione. Moltiplicando l'ingrandimento dell'obiettivo con quello 
dell'oculare si ottiene l'ingrandimento totale.   
 
 
4.3 Elaborazione delle immagini 
L’immagine digitale, ottenuta attraverso il microscopio ottico, e scansionata digitalmente, è 
composta da un numero finito di elementi, ognuno con determinati valore e posizione: i pixel, 
i quali risultano gli elementi fondamentali che costituiscono l’immagine. Partendo 
dall’immagine acquisita, risulta spesso necessario eseguire un’elaborazione dell’immagine 
digitale per avere la bioimmagine ottimale per l’indagine da eseguire. Con elaborazione 
dell’immagine si intendono tutti quei processi che partendo da un’immagine rendono come 
output sempre un’immagine, ma che in aggiunta estraggono attributi dalle immagini, inclusa 
l'individuazione di oggetti individuali [29-31]. 
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4.3.1 Processi di elaborazione immagini 
Esistono diversi metodi e processi applicabili per eseguire un'elaborazione dell'immagine 
digitale. A seconda della necessità dell'indagine da eseguire sulla bioimmagine di interesse vi 
è la possibilità di eseguire tutti o alcuni di tali processi.   
4.3.1.1 Trasformate di intensità e filtri spaziali 
I filtraggi solitamente riguardano il miglioramento dell’immagine o enhancement, cioè quel 
processo di manipolazione dell’immagine utile a far si che il risultato sia più adatto 
dell’originale a una specifica applicazione. Il miglioramento dell’immagine non è un processo 
valido per qualsiasi ambito, perché in base all’applicazione e al risultato che si vuole ottenere 
è possibile utilizzare diversi tipi di filtraggi; in ambito medico, ad esempio, non verranno mai 
utilizzati filtri che provocano perdita di informazioni nell’immagine. 
Le funzioni per la trasformazione d’intensità dell’immagine sono essenzialmente di tre 
tipi:  le funzioni lineari (negative e identità) generano un negativo dell’immagine, attraverso 
l’inversione dei livelli d’intensità dell’immagine (Figura 4.3a). Le funzioni logaritmiche (log 
e log inverso) associano a una stretta gamma di valori a bassa intensità una gamma più ampia 
di valori di output; si verifica il contrario con valori più alti dei livelli di input. L’obiettivo 
quindi è di espandere i valori dei pixel scuri di un’immagine mentre si comprimono i valori di 
livello superiore. Attraverso la funzione logaritmica si ha quindi una compressione della 
gamma dinamica delle immagini che presentano ampie variazioni dei valori dei pixel, 
permettendo di avere maggiore dettaglio (Figura 4.3b). Le funzioni di potenza (gamma) 
permettono di migliorare la qualità dell’immagine, migliorare il contrasto e permettere una 
corretta visualizzazione dell'immagine sullo schermo, attraverso lo sviluppo di varie curve di 
trasformazione dell’immagine, ottenibili variando una costante (γ) tramite cui è possibile 
trasformare una stretta gamma di valori di input scuri in una gamma più ampia di valori di 
ouput (Figura 4.3c). 
In alternativa alle funzioni per la trasformazione di intensità sopradescritte, possono essere 
utilizzate le funzioni di trasformazione lineare a tratti; il vantaggio dell’utilizzo di tale 
tecnica sta nel fatto che la forma può essere arbitrariamente complessa, lo svantaggio nel fatto 
che sono richiesti maggiori input all’utente. Le funzioni principali sono: espansione del 
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contrasto (stretching) attraverso cui viene ampliata la gamma dei livelli di intensità di 
un’immagine  in  modo  tale  che   venga  utilizzata  l’intera  gamma  di  valori  nel  mezzo  di  
 
Figura 4.3: Illustrazione della trasformazione di intensità in immagini esemplificative.  Dettaglio delle immagini 
originali (a sinistra) e in seguito alle trasformazione d’intensità con funzioni del tipo (a) lineare, (b) logaritmica e 
(c) di potenza. 
 
 
registrazione o nello strumento di visualizzazione. Selezione del livello di intensità (intensity 
slicing) permette di fare una selezione dei livelli d’intensità utilizzando due metodi principali: 
andando a visualizzare con un valore (esempio bianco) tutti i valori della gamma di interesse e 
con un altro (nero) tutte le altre intensità; andando a utilizzare una trasformazione che rende 
più chiari (o scuri) i valori della gamma desiderata e lascia invariati tutti gli altri livelli di 
intensità. Selezione mediante piani di bit (bit-plane) si basa sul fatto che il valore di ogni 
pixel dell’immagine originale può essere ricostruito dai corrispondenti pixel sui vari piani di 
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bit. In questo tipo di selezione non viene presa in considerazione la gamma dei livelli di 
intensità, bensì si pone l’attenzione al contributo dato da bit specifici all’aspetto generale 
dell’immagine. 
Il miglioramento dell’immagine mediante variazione nell’intensità può anche essere eseguito 
mediante elaborazione dell’istogramma. L’istogramma è la rappresentazione grafica della 
quantità di pixel presenti nell’immagine per ciascun livello di grigio. Nell’asse delle ascisse 
sono rappresentati i valori dei grigi, nell’asse delle ordinate è rappresentato il numero di pixel 
per ogni livello. L’istogramma fornisce una raffigurazione sintetica delle caratteristiche di 
luminosità dell’immagine, trascurando però ogni informazione relativa alla posizione dei 
singoli pixel. L'istogramma risulta d’interesse perché quando i pixel di un’immagine 
occupano l’intera gamma dei livelli di intensità possibili e si distribuiscono uniformemente 
l’immagine avrà un aspetto ad alto contrasto e mostrerà un’ampia varietà di tonalità di grigio, 
quindi avremo un’immagine con un ampia gamma dinamica ed una grande quantità di 
dettagli. Attravero l’equalizzazione dell’istogramma è possibile incrementare il contrasto 
globale dell’immagine, specialmente quando i dati usabili sono rappresentati da valori di 
contrasto molto vicini. Attraverso questo adattamento, le intensità possono essere meglio 
distribuite sull'istogramma. Questo permette per le aree a basso contrasto locale di ottenere un 
più alto contrasto. L'equalizzazione dell'istogramma ottiene ciò spalmando la maggior parte 
dei valori di intensità frequente. Un’esempio di equalizzazione dell’immagine è osservabile 
nella Figura 4.4. Un’altra tecnica di elaborazione dell’istogramma è il matching tra 
istogrammi, attraverso cui si può fare l’elaborazione dell’immagine digitale sfruttando due 
istogrammi: date due immagini, quella di riferimento e quella da migliorare, si calcolano i due 
istogrammi, si esegue l’equalizzazione e poi si trasforma ogni valore equalizzato 
dell’immagine da migliorare al corrispondente valore dell’immagine di riferimento. La 
specifica di un istogramma è un processo che procede per tentativi perché non esistono regole 
precise ed è necessario procedere caso per caso con un processo di analisi dedicato.  
Sia l’equalizzazione che il matching sono elaborazioni globali, in quanto i pixel vengono 
modificati da una funzione di trasformazione basata sulla distribuzione di intensità nell’intera 
immagine. 
Il filtraggio spaziale è un’altra tecnica di elaborazione dell’immagine digitale mediante la 
trasformazione di intesnità. Un filtro spaziale consiste in una regione di prossimità 
(solitamente un rettangolo) e un’operazione predefinita che viene applicata ai pixel 
dell’immagine appartenenti alla regione. 
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Figura 4.4: Esempio di un’equalizzazione dell’istogramma. Immagine originale (a), e dopo l’equalizzazione  
(b). 
 
 
Il filtraggio crea un nuovo pixel con le stesse coordinate del centro dell’intorno, il cui valore è 
il risultato dell’operazione di filtraggio. Il risultato dell’operazione di filtraggio è quindi 
un’immagine filtrata creata dalle modifiche indotte dal filtro su ogni pixel dell’immagine di 
input. Parlando di filtraggio spaziale è necessario introdurre i concetti di correlazione e 
convoluzione: la correlazione è un processo che consiste nel progressivo scorrimento di una 
maschera filtro sull’immagine e nel calcolo della somma dei prodotti in ogni posizione; la 
convoluzione opera come la correlazione, ma il filtro viene prima ruotato di 180°. In pratica si 
ruota una funzione di 180° e poi si applicano le stesse operazioni della correlazione, quindi se 
la maschera filtro è simmetrica il risultato è sempre lo stesso. Tra i tipi di filtri spaziali 
troviamo: i filtri di Smoothing nei quali ogni pixel viene rimpiazzato dalla media dei pixel in 
un intorno. Questi filtri riducono il rumore e producono un’immagine sfocata (Figura 4.5b). 
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Possono essere sia filtri lineari che non lineari. I filtri di Sharpening rendono più nitida 
l’immagine mettendo in evidenza le transizioni di intensità e le zone sfocate (Figura 4.5c).  
 
 
Figura 4.5: Esempio di immagine trattata con filtri spaziali. All'immagine originale (a), è stato applicato un 
filtro di smoothing (b) e un filtro di sharpening (c). 
 
I filtri differenziali sfruttano le caratteristiche delle derivate; le caratteristiche delle derivate 
prime vengono utilizzate dal metodo del  gradiente. Il gradiente della funzione alle coordinate 
(x,y) è definito come un vettore colonna bidimensionale ed ha l'importante proprietà 
geometrica di puntare verso la direzione dove è concentrata la più alta percentuale di 
variazione di f rispetto al punto (x, y). Il calcolo delle componenti del gradiente avviene 
attraverso gli operatori di Roberts e Sobel, ovvero delle maschere che permettono di effettuare 
l’immagine attraverso l’applicazione del gradiente selezionato. Il metodo laplaciano sfrutta 
invece le caratteristiche della derivata seconda. Nelle immagini digitali i lati sono spesso 
passaggi d’intensità, simili alle rampe, per cui la derivata prima da come risultato lati sottili, 
essendo diversa da zero lungo la rampa. La derivata seconda, invece, produce un doppio 
contorno dello spessore di un pixel, separato da zeri, essendo uguale a zero lungo la rampa e 
diversa da zero all’inizio e alla fine della rampa. Quindi la derivata seconda è ideale per lo 
sharpening (incremento di contrasto nei bordi dell’immagine) in quanto risalta meglio i 
dettagli rispetto alla derivata prima. In sintesi il laplaciano mette in evidenza le discontinuità 
di intensità (aumenta il contrasto nei punti di discontinuità) di un’immagine e lascia in 
secondo piano le zone con livelli di intensità costante o poco variabile. Ciò produce immagini 
con linee grigiastre e altre discontinuità, su uno sfondo scuro ed anonimo. Lo sfondo può 
essere recuperato sommando (o sottraendo) l’immagine originale all’immagine laplaciana. 
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4.3.1.2 Elaborazione nel dominio della frequenza 
Questo tipo di elaborazione si ottiene, come discusso nel paragrafo precedente, attraverso 
l'applicazione di filtri; in questo caso però il filtraggio avviene nel dominio della frequenza, 
attraverso l'utilizzo della trasformata di Fourier (FFT). La trasformata di Fourier offre ampia 
flessibilità nel design e nell'implementazione di filtri per diverse applicazioni di interesse. 
L'utilizzo della trasformata di Fourier consente quindi di passare dal dominio spaziale al 
dominio delle frequenze; quando applicata alle immagini, esse vengono decomposte dalle 
strutture di livello di grigio del dominio spaziale alle componenti in frequenze fondamentali 
nel dominio delle frequenze. Ciascuna componente in frequenza è espressa attraverso un 
valore di fase e modulo. Attraverso la trasformata inversa di frequenze (IFFT), l'immagine nel 
dominio della frequenza viene riportata nel dominio spaziale.  
Anche nel caso dell'elaborazione nel dominio della frequenza risulta piuttosto importante il 
processo di convoluzione, che in questo caso è ottenuto attraverso la moltiplicazione tra 
l'immagine trasformata e la maschera delle frequenze.  
Il filtraggio, nel dominio delle frequenze, risulta essere molto selettivo consentendo di 
rimuovere specifiche componenti di frequenze o bande di componenti in frequenza; si realizza 
ciò ponendo valore zero nella maschera in corrispondenza della frequenza che si vuole 
eliminare e  valore uno altrimenti. Lo schema del processo di elaborazione dell'immagine nel 
dominio della frequenza è riportato in Figura 4.6. 
4.3.1.3 Ripristino dell'immagine 
L'obiettivo del ripristino è quello di migliorare una data immagine in qualche predefinito 
senso. Il ripristino cerca di ricostruire o recuperare un'immagine degradata mediante la 
conoscenza a priori del processo di degrado; quindi le tecniche di riprisitno dell'immagine 
sono orientate verso la modellizzazione del degrado, nell'ottica di applicare il processo 
inverso e recuperare l'immagine originale. 
Il processo di degrado può essere modellato come una funzione di degrado H che, unitamente 
ad un termine di rumore additivo η, agisce sull’immagine di ingresso f(x,y) per produrre 
l’immagine degradata g(x,y); data la g(x,y) e una certa conoscenza della funzione di degrado 
H e del termine di rumore additivo η, l’obiettivo del restauro è di ottenere una stima (la 
migliore possibile) dell’immagine non degradata (Figura 4.7). Per arrivare alla miglior stima è 
necessario conoscere a priori i tipi di rumore che possono degradare l'immagine originale; le 
principali  sorgenti  del   rumore  presente  in  una  immagine  digitale  sono  attive  durante  la  
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Figura 4.6: schema esemplificativo di elaborazione immagine nel dominio di frequenza. L'immagine iniziale 
I(k,l) subisce la trasformazione in frequenza, la convoluzione, il filtraggio e, dopo aver ottenuto l'immagine 
finale, viene riconvertita in immagine nel dominio spaziale mediante la trasformata di Fourier inversa. 
 
 
acquisizione dell’immagine e durante la trasmissione. Il rumore può essere caratterizzato 
attraverso le sue caratteristiche spaziali, ovvero attraverso il suo contenuto in frequenza (per 
esempio, il rumore bianco ha uno spettro costante). Importante è anche la eventuale 
correlazione del rumore con l’immagine. 
 
 
Figura 4.7: Schema di ripristino dell'immagine degradata.  
 
 
I due tipi di rumore più comuni nella pratica sono il rumore gaussiano (o normale) e il 
rumore impulsivo (o sale e pepe). Il ripristino dell'immagine degradata mediante filtri spaziali 
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è generalmente eseguito mediante l'applicazione di filtri di media che sfruttano il valore 
medio di un intorno rispetto al pixel di riferimento e filtri order-statistics la cui risposta è 
basata sull’ordinamento dei pixel contenuti nell’area dell’immagine racchiusa dal filtro, e che 
possono essere di diversi tipi: mediani, di max, di min, mid-point, di media alpha-trimmed. 
Nel dominio delle frequenze il filtraggio più impiegato è quello che sfrutta il  filtro di Wiener. 
L’approccio di Wiener considera sia l’immagine che il rumore come processi casuali, e si 
pone l’obiettivo di determinare una stima dell’immagine non degradata, tale da minimizzare 
l’errore quadratico medio tra stima e immagine. 
4.3.1.4 Color image processing  
Le immagini a colori possono essere distinte in funzione dello spazio dei colori di 
appartenenza, definito come la combinazione di un modello di colore e di una appropriata 
funzione di mappatura di questo modello. Il modello di colore è a sua volta definito come 
un modello matematico astratto che descrive un modo per rappresentare i colori come 
combinazioni di numeri, tipicamente come tre o quattro valori detti componenti colore. 
Tuttavia questo modello è una rappresentazione astratta, per questo viene perfezionato da 
specifiche regole adatte all'utilizzo che se ne andrà a fare, creando uno spazio dei colori [32]. 
Tra gli spazi dei colori troviamo l'RGB (red-green-blue), che è un modello di tipo additivo e 
si basa su tre colori primari: il rosso, il verde e il blu (Figura 4.8a). Attraverso la miscelazione 
additiva si ottengono colori secondari; la mescolanza di tutti i colori primari assieme produce 
il colore bianco. Lo spazio dei colori NTSC è utilizzato nella televisione; uno dei principali 
vantaggi di questo modello è che l'informazione della scala di grigi è separata dai dati 
colorati. Nel NTSC l'immagine consiste di tre componenti: luminosità (Y), colore (I) e 
saturazione (Q), dove la scelta delle lettere YIQ è convenzionale. Lo spazio YCbCr è 
largamente utilizzato nell'ambito dei digital video; in questo formato l'informazione della 
luminosità è rappresentata da un'unica componente Y, e l'informazione del colore da due 
componenti, Cb, che è la differenza tra la componente blu e un valore di riferimento, e Cr che 
è la differenza tra la componente rossa e  un valore di riferimento. Lo spazio dei colori HSV 
(hue-saturation-value) è considerabile più vicino dell'RGB al modo in cui l'uomo percepisce e 
descrive i colori. Lo spazio CMY (cyan-magenta-yellow) o CMYK (cyan-magenta-yellow-
key black) è un modello sottrattivo usato prevalentemente nei processi di stampa (Figura 
4.8b). Quando sono sovrapposti nelle diverse percentuali, le prime tre componenti, ciano, 
magenta e giallo, possono dare origine quasi a qualunque altro colore. Il 100% di tutte e tre le 
componenti (CMYK 100,100,100,0) non  genera  solitamente  il nero,  bensì  il  bistro,  colore  
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Figura 4.8: Illustrazione di uno spazio dei colori additivo RGB (a), e sottrattivo CMY (b). 
 
simile a una tonalità di marrone molto scura, tuttavia alcune stampanti inkjet lavorano 
esclusivamente in tricromia anche per l'ottenimento del nero. Solitamente, però, nei processi 
di stampa si è aggiunto l'inchiostro di un quarto colore per avere il nero pieno (CMYK 
0,0,0,100) risparmiando sulle componenti degli altri tre inchiostri. Infine, lo spazio HSI (hue-
saturation-intensity), disaccoppia la componente intensità dall'informazione del colore, ovvero 
le componenti colore e saturazione. Come risultato, il modello HSI è uno strumento ideale per 
lo sviluppo di algoritmi di elaborazione immagini basati sulle descrizioni del colore, essendo 
naturale e intuitivo per gli esseri umani.    
4.3.1.5 Trasformata Wavelet 
La trasformata wavelet risulta uno strumento molto utile quando applicata in svariati campi, 
tra cui la compressione e l’eliminazione del rumore in segnali non stazionari, come le 
immagini. Queste infatti sono caratterizzate essenzialmente sia da andamenti di lungo periodo 
alle basse frequenze (sfondi, background) detti anche trend, che andamenti di breve periodo 
alle alte frequenze (discontinuità, bordi) detti anche anomalies. Questi ultimi, sebbene 
occupino una percentuale relativamente piccola nell’immagine, portano un elevato contenuto 
informativo, e devono pertanto essere rappresentati adeguatamente.  
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Tra le importanti proprietà della trasformata wavelet troviamo la sua capacità di analizzare 
segnali tempo-variabili, per via della sua localizzazione tempo-frequenza; inoltre fornisce una 
rappresentazione su diverse scale ed è facilmente realizzabile attraverso una serie di filtri [33]. 
4.3.1.6 Compressione dell'immagine 
Mediante la compressione delle immagini viene ridotta la quantità di dati richiesti per 
rappresentare un'immagine digitale. La compressione viene realizzata attraverso la rimozione 
di uno o più delle tre ridondanze dei dati: la ridondanza di codifica, che è presente quando la 
lunghezza della sequenza di dati (codeword) è minore rispetto a quella ottimale; la 
ridondanza interpixel, che risulta dalla correlazione tra i pixel di un'immagine; la ridondanza 
psicovisuale, che è costituita dai dati che il sistema visivo umano non è in grado di 
processare. Un sistema tipico di compressione-decompressione è costituita da due distinte 
unità strutturali: l'encoder (codificatore) e il decoder (decodificatore); come si può osservare 
dallo schema in Figura 4.9, l’immagine di ingresso, f(x,y), è elaborata dal codificatore, che 
genera un set di simboli del codice i quali vengono trasmessi, attraverso il canale, fino al 
decodificatore, che genera una immagine ricostruita f '(x,y), che può essere oppure no una 
replica esatta della f(x,y). Sia il codificatore che il decodificatore sono costituiti da due sotto-
blocchi indipendenti; l'encoder è costituito da un codificatore di sorgente che rimuove le 
ridondanze presenti nei dati in ingresso generando una rappresentazione codificata, e da un 
codificatore  di   canale   che   incrementa   l'immunità  al  rumore  del  segnale  di  uscita  del 
codificatore di sorgente. il decoder invece presenta un decodificatore di canale e un 
decodificatore di sorgente che svolgono le operazioni inverse rispetto a quelle svolte ai 
blocchi del codificatore [34].  
  
 
 
Figura 4.9: Schema di un sistema di compressione-decompressione 
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4.3.1.7 Elaborazione morfologica dell'immagine 
L'elaborazione morfologica dell'immagine è uno strumento nel contesto della morfologia 
matematica attraverso cui è possibile esaminare la struttura geometrica dell'immagine al fine 
di rendere evidenti le sue connessioni topologiche con un elemento di confronto; tali 
connessioni dipendono, oltre che dalla geometria della struttura da evidenziare, anche dalla 
sua posizione all’interno dell’immagine da esaminare [35]. In particolare, l’obiettivo della 
morfologia matematica è quello di estrarre informazioni topologiche e geometriche da 
un’immagine binaria A, attraverso l’utilizzo di un’immagine più piccola B detta elemento 
strutturante; per fare ciò vengono applicati alcuni operatori che agiscono su ogni punto di A 
[36]. Le operazioni elementari della morfologia matematica sono: la dilatazione, che aumenta 
o ispessisce gli oggetti all'interno dell'immagine; l’erosione, che riduce o assotiglia gli oggetti 
dell'immagine; l’operatore Hit or Miss, che risulta utile in applicazioni legate a specifiche 
configurazioni dei pixel, come ad esempio l'isolamento di alcuni pixel in primo piano, o di 
pixel che rappresentano i punti finali di un segmento. Vengono frequentemente indicati come 
operatori elementari anche le trasformazioni, ottenute dall’ opportuna combinazione delle 
trasformazioni di erosione e dilatazione, di apertura, che prevede prima l'erosione di A 
rispetto a B, e poi la dilatazione del risultato di nuovo rispetto a B; e di chiusura, che, 
viceversa,  prevede prima la dilatazione di A rispetto a B, e poi l'erosione del risultato di 
nuovo rispetto a B. In Figura 4.10 si possono osservare alcuni esempi delle operazioni 
morfologiche sopradescritte. 
La combinazione degli operatori di base consente di eseguire altre operazioni complesse; in 
particolare l'estrazione dei contorni, il riempimento di regioni, il thinning, attraverso cui è 
possibile rimuovere alcuni pixel dal foreground selezionati opportunamente, la 
skeletonization, che serve per ridurre il foreground a uno "scheletro" che preserva la misura e 
la connettività del foreground originale, e il thickening, utile a far crescere alcune regioni 
opportunamente selezionate [37]. 
4.3.1.8 Segmentazione 
La segmentazione di un'immagine è un processo di partizionare dell'immagine in regioni 
omogenee sulla base di un certo criterio di appartenenza dei pixel ad una regione. Viene 
utilizzata per ottenere una rappresentazione più compatta, estrarre o individuare oggetti o 
comunque come strumento per l'analisi delle immagini. Lo scopo della segmentazione è 
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semplificare e/o cambiare la rappresentazione delle immagini in qualcosa che è più 
significativo e facile da analizzare. 
 
 
 
Figura 4.10: Esempi di operazioni morfologiche su immagini; Operazioni di dilatazione (a), erosione (b), hit or 
miss (c), apertura (d), e chiusura (e).  
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La segmentazione è di solito utilizzata per localizzare oggetti e bordi (linee, curve, ecc.). Più 
precisamente, la segmentazione è il processo con il quale si classificano i pixel dell'immagine 
che hanno caratteristiche comuni, pertanto ciascun pixel in una regione è simile agli altri della 
stessa regione per una qualche proprietà o caratteristica  (colore, intensità o  texture).  Regioni   
adiacenti sono significativamente differenti rispetto ad almeno una di queste caratteristiche. Il 
risultato di un'immagine segmentata è un insieme di segmenti che, collettivamente, coprono 
l'intera immagine. Esistono tre tipi fondamentali di strategie di segmentazione dell'immagine: 
basate sull'istogramma, basate sulla crescita/divisione delle regioni, e basate sul 
raggruppamento. Le tecniche basate sull'istogramma si basano sul fatto che ogni pixel di 
un'immagine su toni di grigio è caratterizzato da un valore di luminanza. Partendo da ciò può 
essere applicata arbitrariamente una soglia, o thresholding, che permette di distinguere due 
regioni (sfondo/oggetti). La soglia può essere applicata manualmente, o automaticamente 
sfruttando un certo criterio (generalmente statistico). A partire dall'applicazione della soglia 
l'immagine viene sostanzialmente divisa in due; i valori di grigio al di sotto della soglia 
verranno tutti considerati come nero (o come un suo intorno), e i valori al di sopra come 
bianco (o come un suo intorno) (Figura 4.11). 
 
 
 
Figura 4.11: Esempio di un'immagine prima e dopo l'applicazione di una soglia. 
 
 
 
Le strategia basate su crescita/divisione sfruttano fondamentalmente due tecniche: il growing, 
in cui vengono individuate le regioni che compongono l'immagine per accrescimento 
omogeneo a partire da un solo pixel; il processo di crescita genera una regione omogenea 
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dell'immagine a partire da un pixel "seme" preselezionato, a cui vengono agglomerati pixel 
adiacenti che soddisfano un certo criterio di omogenità. Il processo di crescita si arresta 
quando non può essere aggiunto nessun altro pixel alla regione. L'altra tecnica è lo split and 
merge in cui viene prima partizionata (splitting) ricorsivamente un'immagine, fino ad ottenere 
componenti uniformi, e poi si dovrà effettuare una successiva operazione di aggregazione 
(merging) delle regioni adiacenti che dovrebbero risultare compatibili in base a un criterio. La 
strategia basata sul raggruppamento sfrutta essenzialmente la tecnica di clustering, in cui si 
passa dalla rappresentazione dell'immagine bidimensionale a una rappresentazione di uno 
spazio delle caratteristiche, in cui si cerca di identificare regioni simili e raggrupparle 
mediante un partizionamento di tale spazio [38].  
4.3.1.9 Rappresentazione e descrizione 
Dopo che un'immagine è stata segmentata in regioni, lo step successivo è generalmente quello 
di rappresentare e descrivere gli aggregati derivati dalla segmentazione; per fare ciò ci sono 
due possibili modi: si può rappresentare la regione in termini delle sue caratteristiche esterne 
(i contorni), oppure si può rappresentare in termini delle sue caratteristiche interne (i pixel 
inclusi nella regione). Una rappresentazione esterna può essere scelta quando l'interesse è 
sulle caratteristiche della forma, mentre una rappresentazione interna viene eseguita quando il 
principale interesse è nelle proprietà della regione, come il colore e la struttura.  
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5. Analisi delle strutture  
renali fetali:  
materiali e metodi 
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Il presente progetto di ricerca si è posto l’obiettivo di investigare come alcuni fattori genetici 
ed epigenetici possano avere degli effetti sullo sviluppo del rene. Nella pratica sono state 
osservate nel dettaglio, mediante l’utilizzo di microscopia ottica ed elaborazione immagini, le 
strutture del rene fetale, e, attraverso l’utilizzo di algoritmi informatici appositamente 
sviluppati,  sono state identificate quelle anomalie renali associabili a fattori ereditati e/o 
avvenuti durante il periodo gestazionale.   
 
 
5.1 Dall'organo all'immagine 
Sono stati utilizzati reni autoptici dei soli soggetti che non mostravano evidenze di patologie 
renali. I reni, dopo l’asportazione, sono stati pesati e tagliati a metà seguendo l’asse 
longitudinale; quelli più grandi sono poi stati tagliati ulteriormente seguendo l’asse 
trasversale. Le porzioni renali così ricavate sono state fissate in formalina: questo processo 
risulta indispensabile per evitare che vengano perse le proprietà chimiche e fisiche del tessuto, 
una volta esportato, per via della variazione della temperatura e del pH, e dell’azione di 
microorganismi. Dopo di che è stata eseguita l’inclusione in paraffina: altro processo 
importantissimo per evitare che il tessuto biologico perda la consistenza necessaria al suo 
mantenimento. In seguito all’inclusione in paraffina si ottiene il tassello. I tasselli sono stati 
poi sezionati al microtomo, con uno spessore di 5 µm, e le sezioni sono state inserite nei 
vetrini. A seconda dell’analisi da effettuare sono state eseguite colorazioni con ematossilina-
eosina (H&E), PAS (acido periodico - reattivo di Schiff) e tecnica immunoistochimica. Il 
vetrino così ottenuto è stato quindi impiegato nell’osservazione, mediante microscopio ottico. 
Uno schema dei passaggi sopra elencati è osservabile in Figura 5.1. 
 
Figura 5.1: schema illustrativo dei passaggi che portano dall’estrazione dell’organo al posizionamento della 
sezione su vetrino. A partire dal rene asportato si esegue l’inclusione in parafina, il sezionamento mediante 
microtomo e, infine, il posizionamento su vetrino. 
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5.2 Acquisizione delle immagini 
Una volta ottenuti i vetrini con le sezioni dei reni, è stata eseguita l'indagine attraverso 
l'impiego del microscopio ottico Leica DM, con fotocamera integrata. I vetrini sono stati 
posizionati nel tavolino portaoggetti del microscopio, e, attraverso l'utilizzo di diversi 
obiettivi sono state analizzate le diverse strutture renali; in particolare: 
 
 Ingrandimento 100X: Attraverso questo ingrandimento, con obiettivo da 10X, è stata 
fatta un'analisi panoramica delle strutture renali. Questo ha permesso l'identificazione 
e lo studio delle linee di maturazione glomerulare [39], ovvero quelle linee 
glomerulari che partono dalla capsula renale e procedono in direzione della midollare 
del rene; inoltre è stato possibile definire e misurare la zona nefrogenica, anche 
definita blue strip [40], ovvero quella "striscia" in prossimità della capsula renale, 
costituita da cellule staminali. A titolo illustrativo è mostrata un'immagine di un 
campione a 100X in Figura 5.2a. 
 Ingrandimento 200X: Mediante l'impiego di un obiettivo da 20X sono stati osservati 
con più dettaglio i glomeruli e le strutture adiacenti. Questo ingrandimento è stato 
inoltre utilizzato per quantificare con maggior precisione la profondità della blue strip. 
Si osservi l'immagine di un campione a 200X in Figura 5.2b. 
 Ingrandimento 400X: Questo ingrandimento, ottenuto con obiettivo da 40X, è stato 
impiegato per il dimensionamento dei singoli glomeruli, con lo scopo di identificarne 
l'area [41]; inoltre è stato indispensabile per la quantificazione del numero di podociti 
[42] dei reni analizzati. In Figura 5.2c è osservabile un'immagine di un campione con 
ingrandimento di 400X. 
 
Mediante la fotocamera in dotazione nel microscopio, è stato acquisito un numero di 
immagini idoneo agli studi da eseguire, sfruttando i tre ingrandimenti sopra elencati. Tali 
immagini sono state memorizzate e hanno subito dei processi di elaborazione con l'obiettivo 
di ottimizzarle in funzione dell'analisi da eseguire. 
50 
 
 
Figura 5.2: Immagini illustrative acquisite mediante microscopio ottico ad ingrandimenti di 100X (a), 200X (b), 
e 400X (c). Nelle tre immagini sono evidenziate alcune delle strutture di interesse analizzate nei reni sotto studio. 
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5.3 Indagine delle strutture renali 
In funzione della struttura renale da analizzare si sono dunque utilizzati protocolli di 
acquisizione ed elaborazione delle immagini specifici. Di seguito sono riportate le 
metodologie impiegate per l'indagine delle diverse strutture di interesse. 
 
5.3.1 Valutazione del numero di podociti 
Nello studio eseguito sulla quantificazione del numero di podociti in reni fetali [42] si è 
proceduto con un'acquisizione delle immagini ad ingrandimento 400X; tale dimensione è stata 
considerata idonea per la corretta individuazione delle cellule. Per eseguire la conta cellulare 
sono stati utilizzati vetrini con preparati colorati con H&E; inoltre, per avere garanzia della 
bontà del metodo, alcuni preparati random sono stati sottoposti a diversi tipi di colorazione, in 
particolare, oltre alla sopraccitata H&E, sono stati impiegati la colorazione PAS, che risalta le 
membrane basali a cui i podociti sono saldamente ancorati, e il marcatore WT1, il quale, nel 
rene fetale è stato osservato nel citoplasma e nel nucleo dei precursori dei podociti [43]. In 
Figura 5.3 possono essere osservate tre sezioni adiacenti dello stesso glomerulo colorato 
sfruttando i tre metodi descritti.  
 
 
Figura 5.3: Immagini dello stesso glomerulo colorato con H&E (a), PAS (b) e WT1 (c). 
 
 
5.3.1.1 Metodo di conta 
Per eseguire la conta in tutto il glomerulo, il primo passo è stato quello di eseguire un 
conteggio superficiale  in  cui  è stato  chiesto a due anatomopatologi esperti nei reni  fetali   e 
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neonatali umani  (D. Fanni, C. Gerosa) di marcare con dei segni neri quelli che loro 
identificassero como podociti o precursori, attraverso l'utilizzo del software Adobe 
Photoshop
©
. In Figura 5.4 è osservabile un esempio di una sezione glomerulare senza (Figura 
5.4a) e con i podociti marcati (Figura 5.4b). L'utilizzo dei segni neri è stato impiegato con 
l'obiettivo di evitare errori dati da mancato conteggio o conteggio multiplo. Successivamente 
l'immagine con i segni neri è stata processata tramite un algoritmo sviluppato su Mathworks 
Matlab
©
 , il quale, attraverso l'applicazione di una soglia, ha permesso il riconoscimento dei 
segni neri (Figura 5.4c) e il conteggio automatico di essi, e dunque dei podociti.  
 
 
Figura 5.4: Illustrazione di un glomerulo analizzato. Si osserva il glomerulo dopo l'acquisizione (a), la 
marcatura da parte dell'anatomopatologo mediante segni neri (b), e l'identificazione delle cellule da parte 
dell'algoritmo (c). 
 
Entrando maggiormente nel dettaglio, l’algoritmo prende in ingresso l’immagine del 
glomerulo d’interesse,  che viene trasformata in scala di grigi (Figura 5.5a). A questa 
immagine viene applicata una soglia che rende l’immagine binaria: tutto ciò che c’è prima del 
valore della soglia viene visto come nero, tutto quello che c’è dopo viene visto come bianco. 
La soglia è stata scelta in modo tale da distinguere in maniera efficace i segni neri dal resto 
dell’immagine. Sostanzialmente l’immagine risulterà tutta bianca ad esclusione dei segni 
precedentemente apposti dagli anatomopatologi (Figura 5.5b). L’immagine sarà poi sottoposta 
ad alcune operazioni morfologiche per riempire le figure e chiudere i contorni, e verrà infine 
effettuato un conteggio dei segni neri che restituirà il numero totale di podociti osservati. A 
titolo di esempio è mostrato in Figura 5.6 il codice di scrittura dell’algoritmo (riportato nel 
dettaglio nell'Appendice A) che ha portato alla rilevazione del numero di podociti superficiali 
(Nps) in un glomerulo. 
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Figura 5.5: Immagine elaborata di un glomerulo. (a) trasformazione in scala di grigi, e (b) dopo l’applicazione 
della soglia.  
Una volta ottenuto il numero di podociti superficiali si è proceduto ad individuare il numero 
di podociti in tutto il volume glomerulare; per fare ciò sono stati calcolati il numero di 
podociti per unità di volume, ρpv, e il volume totale glomerulare, Vg. Il numero di podociti per 
unità di volume è stato calcolato attraverso il rapporto tra il numero di podociti per unità di 
area, ρps, e il diametro medio dei podociti, δ [44]: 
𝜌𝑝𝑣 =  
𝜌𝑝𝑠
𝛿
                                                                          (1) 
dove ρps è dato dal rapporto tra il numero di podociti superficiali, Nps, e l’area della sezione 
glomerulare As (il cui metodo di calcolo sarà descritto nel dettaglio nel paragrafo 5.4). Il 
diametro medio δ è stato calcolato come la distanza tra linee tangenti al podocita e parallele 
tra loro, in tutte le direzioni. La valutazione del diametro medio è stata effettuata in 12 
glomeruli casuali, e in ogni glomerulo son stati analizzati 5 podociti random. E’ stato 
misurato δ = 4.77 ± 0.31 µm. 
Il volume glomerulare totale è stato calcolato attaverso il metodo di Weibel-Gomez [45], in 
cui il volume glomerulare medio, Vg, è dato dalla seguente formula: 
𝑉𝑔 =  𝐴𝑠
1.5  
1.38
1.01
                                                                 (2) 
54 
 
Dove 1.38 è il coefficiente di forma per una sfera, e 1.01 è il coefficiente di distribuzione 
della  dimensione assumendo un  coefficiente  di  variazione del 10% [46]. Il  numero  totale  
di  
 
 
 
 
Figura 5.6: Codice di scrittura dell’algoritmo impiegato per il conteggio dei podociti. Nell’esempio in figura 
l’algoritmo mostra il calcolo del numero di podociti (nuclei) in un glomerulo tra quelli sotto studio. 
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podociti nell’intero glomerulo è stato infine ottenuto come il prodotto tra il numero di 
podociti per unità di volume e il volume glomerulare: 
𝑁𝑝𝑣 =  𝜌𝑝𝑣𝑉𝑔                                                                       (3)  
Per ottenere un numero medio di podociti glomerulari per ogni rene sono stati calcolati i 
podociti in 10 sezioni [47] lungo tre linee di maturazione glomerulare [39]. 
5.3.1.2 Metodo di conta alternativo: Algoritmo vs Conta visiva 
Il metodo di conta descritto nel paragrafo precedente è risultato il metodo che ha mostrato il 
miglior compromesso tra  precisione e rapditià: si evitano infatti errori dovuti ad assenza di 
conteggio o a conteggi multipli e inoltre risulta decisamente più rapido e meno faticoso della 
sola conta visiva, dato che il medico si deve limitare a individuare i podociti senza effettuare 
il conteggio. In alternativa a questo metodo è stato sviluppato su matlab un altro metodo di 
conta totalmente automatizzato, con l'obiettivo di ottimizzare ulteriormente i tempi ed evitare 
di dover effettuare l'individuazione dei podociti mediante marcatura. 
Il metodo in questione prevede alcuni passaggi fondamentali, descritti di seguito: l'immagine 
del glomerulo è stata inizialmente caricata e trasformata in scala di grigi. Dopo di che è stata 
eseguita una standardizzazione dell'istogramma dell'immagine; questa standardizzazione è 
stata eseguita attraverso il comando imhistmatch, che ha reso possibile il match 
dell'istogramma dell'immagine con l'istogramma di un'immagine template. L'immagine 
template è stata scelta in maniera iterativa come quell'immagine in grado di mostrare la 
massima differenza tra il background dell'immagine e gli oggetti in primo piano. Il risultato 
ottenuto è stato un template di dimensioni 1560x610 pixel con una percentuale del 17% di 
nero e dell'83% di bianco (Figura 5.7). 
 
 
Figura 5.7: Immagine template utilizzata per la standardizzazione dell'istogramma delle immagini analizzate. 
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La standardizzazione dell'immagine trasforma l'immagine in scala di grigi (A) in un'immagine 
in cui l'istogramma approssima l'istogramma dell'immagine template. Successivamente le 
immagini sono state trasformate in immagini binarie attraverso l'uso di una soglia = 1, 
applicabile in tutte le immagini grazie alla standardizzazione dell'istogramma 
precedentemente applicata. A valori di intensità di pixel maggiori del livello di soglia è stato 
assegnato il valore 0 (nero), a valori minori, il valore 1 (bianco). Infine sono stati rimossi i 
pixel di rumore, è stata eseguita una chiusura dei contorni e un riempimento dei buchi. Si può 
osservare un esempio delle operazioni descritte in figura 5.8. 
 
 
 
Figura 5.8: Processazione dell'immagine da parte dell'algoritmo. Si osserva l'immagine originale (a), in scala di 
grigi (b), dopo la standardizzazione dell'istogramma (c), dopo l'applicazione della soglia (d) e dopo 
l'eliminazione del rumore (e). 
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Dopo l'ottenimento dell'immagine binaria e pulita si è proceduto con l'individuazione delle 
aree e la conta dei podociti. E' stato impiegato il comando regionprops per individuare ogni 
oggetto e il suo centroide, e per misurare l'area in pixel
2
 di ciascun oggetto del'immagine. 
Inizialmente diversi gruppi di podociti sono stati erroneamente visti come singole cellule; per 
risolvere questo problema è stato necessario discriminare le singole cellule dal gruppo di 
appartenenza. Per far ciò è stato impiegato il comando imfindcircles per individuare gli 
oggetti la cui forma rappresentasse al meglio un cerchio. Tutti i cerchi trovati sono stati 
impiegati per stimare l'area media del singolo podocita (𝐴𝑚 ) per ogni glomerulo. Tutte le aree 
maggiori di 𝐴𝑚 , di cui ognuna rappresenta un gruppo di podociti 𝐴𝑥(𝑖) , sono state 
normalizzate a 𝐴𝑚 . Il rapporto 𝑁𝑝  rappresenta il numero supposto di podociti per ogni 
gruppo: 
 
𝑁𝑝 =
𝐴𝑥(𝑖)
𝐴𝑚
  ;                                                                               (4) 
 
𝑁𝑝  incrementa il valore di una variabile conteggio (𝐶𝑝0), precedentemente inizializzat a 0 e 
aggiornata ad ogni ciclo di conteggio (𝐶𝑝). Tutte le aree inferiori rispetto a  𝐴𝑚   incrementano 
𝐶𝑝0 di un valore unitario. 
 
𝐶𝑝 =  𝐶𝑝0 +  𝑁𝑝   ;                                                                         (5) 
 
𝐶𝑝  rappresenta il numero di podociti arrotondato al numero intero più vicino (mediante 
l'utilizzo del comando round). In Figura 5.9 si osservano le aree discriminate e l'immagine 
originale con i contorni podocitari rilevati. Il codice di scrittura dell'algoritmo di conteggio 
automatizzato è riportato nell'Appendice B. 
Con l'obiettivo di valutare la bontà dell'algoritmo sviluppato nella individuazione e 
quantificazione dei podociti è stata studiata la sensibilità, data dal rapporto tra i veri positivi 
(ovvero quelli che l'algoritmo riconosce come podociti, ed effettivamente lo sono) e la somma 
tra veri positivi e falsi negativi (ovvero quelli che l'algoritmo non vede come podociti ma in 
realtà lo sono). Nell'analisi di 42 glomeruli random, la sensibilità dell'algoritmo è risultata 
l'89,4%, con errori legati prevalentemente alla sovrastima delle aree di gruppi di podociti. Per 
valutare se la sensibilità ottenuta potesse essere considerata di un buon livello è stata fatta una 
comparazione con la conta manuale eseguita da due anatomopatologi specializzati in strutture 
fetali; tale metodo di conta è routinariamente applicato nelle indagini cellulari e strutturali. 
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Per riuscire a determinare la sensibilità dei due patologi è stato sviluppato un ulteriore 
algoritmo che permettesse di tener traccia dei podociti individuati, ma che non permettesse ai 
patologi di visualizzare quali podociti avessero già considerato nella conta e quali no.  
 
 
 
 
 
Figura 5.9: Processazione dell'immagine da parte dell'algoritmo. Si osserva il riconoscimento delle aree 
nell'immagine sogliata e pulita dal rumore (a), e l'immagine originale con l'identificazione dei contorni 
podocitari (b). 
 
 
 
 
Attraverso questo studio è stata osservata una sensibilità dei due patologi pari a 82,5% e 
80,9%. In particolare son stati osservati errori legati al conteggio eseguito più di una volta 
dello stesso podocita (conteggi multipli), e all'assenza di conteggio di altri podociti (mancanza 
di conteggio). In Figura 5.10 si può osservare un esempio di un glomerulo analizzato 
dall'algoritmo e da uno dei patologi. Relazionando la sensibilità dei patologi a quella 
dell'algoritmo, si è potuta quindi confermare la bontà del metodo realizzato, in quanto 
presenta una migliore sensibilità oltre ad avere tempi di esecuzione estremamente inferiori 
(processazione e conteggio nell'ordine dei ms). La sensibilità e i relativi errori di algoritmo e 
patologi sono riassunti in Tabella 5.1. 
 
(d) 
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Figura 5.10: Conteggio dei podociti in un glomerulo. Si osserva il glomerulo analizzato dall'algorirmo (a), in cui 
i segni rossi individuano i contorni dei podociti individuati, e lo stesso glomerulo analizzato da un patologo (b), 
in cui sono evidenziati con un cerchio celeste i podociti conteggiati; si possono osservare alcuni podociti 
considerati più volte, e altri non conteggiati. 
 
 
Nonostante il buon risultato ottenuto con l'algoritmo per il conteggio automatizzato, 
nell'analisi delle strutture renali è stato optato l'impiego del metodo descritto in precedenza 
attraverso la marcatura dei podociti con i segni neri. Questa scelta è stata fatta in quanto tale 
metodo ha permesso una precisione quasi totale nella selezione dei podociti (i cui errori sono 
risultati possibili solo qualora l'anatomopatologo non riconoscesse alcune cellule come 
podociti), ed inoltre il conteggio dei segni neri, eseguito direttamente dall'algoritmo, ha 
eliminato errori e velocizzato notevolmente il processo di quantificazione.   
 
 
Tabella 5.1: Confronto di sensibilità e errori commessi tra algoritmo e patologi 
 Sensibilità [%] Conteggi ripetuti [%] Errori di sovrastima [%] 
Algoritmo 89,4 0 11,86 
Patologo 1 82,5 6,6 0 
Patologo 2 80,9 3,6 0 
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5.3.2 Studio delle aree glomerulari 
Per quanto concerne il dimensionsamento delle aree glomerulari si è, anche in questo caso, 
utilizzato un ingrandimento a 400X, in quanto è stata considerata la miglior dimensione per 
poter vedere la sezione glomerulare nella sua interezza e, allo stesso tempo poter scegliere con 
precisione i confini dell’area del glomerulo stesso.  
Il calcolo dell’area è stato ottenuto mediante il comando getrect su matlab, attraverso cui,  è 
possibile eseguire un rettangolo di una sezione di interesse dell’immagine acquisita. Nel 
nostro caso abbiamo eseguito una selezione rettangolare che inscrivesse il glomerulo al suo 
interno. La conoscenza delle dimensioni dei lati (a, b) del rettangolo sono stati poi utilizzati 
dall’algoritmo per calcolare l’area dell’ellisse inscritta nel rettangolo, attraverso la formula: 
 
  
𝐴𝑠 =
𝑎 𝑥 𝑏
2
 𝜋  ;                                                                               (6) 
 
tale area risulta una stima piuttosto veritiera dell’area glomerulare analizzata (𝐴𝑠). La scelta di 
utilizzare il calcolo dell’ellisse è stata fatta in quanto risulta la forma geometrica che 
approssima meglio la sezione glomerulare; inoltre, qualora il glomerulo risultasse di forma 
sferica, e quindi di sezione circolare, il calcolo appena mostrato permette ugualmente la 
corretta stima, essendo il cerchio nient’altro che un’ellisse con le due semiassi di eguali 
dimensioni. In Figura 5.11 si può osservare un esempio di un glomerulo analizzato con questo 
procedimento; in Appendice A si osserva il codice in cui è stato scritto l’algoritmo di calcolo. 
 
61 
 
 
Figura 5.11: Esempio di un glomerulo in cui è stata eseguita la selezione rettangolare in cui è inscritto. Si 
osserva la  stima dell’area del glomerulo visto come un’ellisse.   
 
 
 
Per eseguire alcune indagini sulla funzionalità del glomerulo si è optato per eseguire sia il 
calcolo delle aree totali (total glomerular area - TGA), sia quello delle aree interne alla 
capsula di Bowman. Abbiamo chiamato queste aree FGA, ovvero functional glomerular 
area, in quanto risultano quella parte del glomerulo effettivamente deputata alla filtrazione 
glomerulare. In Figura 5.12 si osserva un glomerulo con entrambe le aree tracciate. A partire 
dal dimensionamento delle due aree appena descritte, è stato definito un fattore, che abbiamo 
chiamato functional ratio (FR) che è dato dal rapporto tra l’area funzionale e quella totale 
[48]: 
 
 
𝐹𝑅 =
𝐹𝐺𝐴
𝑇𝐺𝐴
  ;                                                                               (6) 
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Questo rapporto ci da un indice della funzionalità del glomerulo; in particolare, più l’area 
funzionale presenta dimensioni vicine all’area totale, e più sarà considerato funzionale il 
glomerulo; in questo caso FR tenderà a 1. Di contro, maggiore sarà lo spazio intercapsulare, e 
maggiore sarà quindi la differenza tra le due aree, e questo farà diminuire il FR. 
 
 
Figra 5.12: Esempio di un glomerulo in cui sono evidenziate l’area totale TGA, in rosso, e l’area interna FGA, 
in nero. 
 
 
5.3.3 Studio dello spessore della zona nefrogenica 
Un’ulteriore analisi che abbiamo eseguito è stata quella riguardante lo spessore della zona 
nefrogenica, o blue strip. Per lo studio di questo spessore è stato scelto un ingrandimento di 
200X, valutato come miglior compromesso tra ampiezza del campo preso e precisione di 
osservazione della zona di interesse. In questo studio è stato sviluppato un ulteriore algoritmo 
su matlab che, in maniera molto semplice, ci ha permesso di tracciare 5 segmenti, attraverso 
l’utilizzo del comando getline, in 5 punti dell’immagine sotto esame. I segmenti sono stati 
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tracciati con lo scopo di identificare lo spessore della blue strip in quei punti, e l’algoritmo, 
dopo aver calcolato la lunghezza dei segmenti, ha reso la media tra i 5; in questo modo 
abbiamo ottenuto un valore medio di blue strip per ogni campo analizzato (nell’Appendice C 
si può osservare il codice). E’ stato eseguito questo procedimento per 4 campi presi in 
maniera casuale nel rene ed è infine stato ottenuto un valore medio di blue strip per rene [48]. 
La Figura 5.13 mostra un esempio di un campo in cui è stata analizzata la blue strip. 
 
 
 
Figura 5.13: Esempio di un campo in cui è stata fatta l’analisi della zona nefrogenica. Si osservano i 5 segmenti 
tracciati in corrispondenza di tale zona e che ne identificano lo spessore in ciascun punto. 
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6. Analisi delle strutture  
renali fetali:  
risultati 
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I metodi descritti nel capitolo precedente sono stati alla base di diversi studi eseguiti sulle 
strutture renali. In particolare, abbiamo innanzitutto osservato lo sviluppo renale in feti che 
presentano cariotipo normale, cercando differenze legate ad alcuni fattori come peso alla 
nascita ed età gestazionale; dopodichè abbiamo messo a confronto gruppi di feti normali con 
feti con presenza di aberrazioni cromosomiche per osservare se lo sviluppo renale potesse in 
questi casi presentare delle differenze. 
Nei paragrafi successivi saranno descritte nel dettaglio le analisi eseguite ed i risultati ottenuti 
per ogni caso di studio.   
 
 
6.1 Studio della variazione delle strutture renali in 
feti con normale cariotipo   
 
Il primo studio eseguito ha riguardato un’analisi su feti che presentano cariotipo normale [42]; 
in particolare ci siamo domandati se vi potessero essere differenze nelle dimensioni 
glomerulari e nel patrimonio podocitario in funzione di alcuni fattori che verranno descritti 
nel dettaglio successivamente. Questo studio ha avuto origine osservando che in letteratura 
diversi gruppi di ricerca hanno relazionato lo sviluppo renale a fattori avvenuti durante la 
gravidanza; in particolare è stata descritta una relazione tra nascita pretermine del bambino e 
nefrogenesi [24,25], basso peso alla nascita e basso numero di nefroni [49], oltre ad altri 
fattori che possono portare conseguenze nella vita adulta. L’obiettivo di questo studio è stato 
quindi quello di valutare le strutture renali fetali per porre maggior chiarezza su ciò che 
avviene durante la gravidanza. Per far ciò abbiamo selezionato sessantadue soggetti con età 
gestazionale compresa tra le 20 e le 41 settimane, le cui storie cliniche sono state ottenute dai 
report di autopsia, includendo l’età gestazionale e il peso alla nascita, il sesso, l’età postnatale 
alla morte, patologie, medicinali somministrati e causa di morte. Nello studio sono inclusi 
solo soggetti che non presentassero patologie renali o anomalie nello sviluppo del rene. In 
funzione dell’età gestazionale i soggetti sono stati suddivisi in tre gruppi: feti, con età 
gestazionale ≤ 24 settimane (n=5), pretermine, con età gestazionale ≥ 25 e ≤ 36 settimane 
(n=39), e nati a termine, con età gestazionale ≥37 settimane (n=18). In Tabella 6.1 sono 
sommarizzate le caratteristiche dei soggetti. 
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Tabella 6.1: Età, sesso, e peso corporeo di feti, pretermine e nati a termine. 
 Feti  Pretermine  A termine  
N 5 39 18 
Età gestazionale 
(settimane) 
22.6 ± 1.52 
(20 to 24) 
29.87 ± 3.63 
(25 to 36) 
39.42 ±  1.02 
(37 to 41) 
Età postnatale  
(giorni) 
8.25 ± 12.54 
(0.25 to 30) 
5.65 ±  7.03 
(0.04 to 30) 
18.7 ±  30.69 
(0.04 to 90) 
Rapporto sesso  
(M:F) 
2:3 24:15 9:9 
Peso corporeo  
(g) 
495 ± 56 
(440 to 572) 
1396 ± 776 
(540 to 3070) 
3121 ± 527 
(2170 to 3850) 
I dati sono stati riportati come media ± DS con i range tra parentesi. 
 
 
 
6.1.1 Analisi delle aree glomerulari 
Nello studio delle aree glomerulari sono stati analizzati 10 profili glomerulari per ogni 
soggetto, in accordo con Hoy et al. [47]. L'area glomerulare media in feti, pretermine e a 
termine è stata rispettivamente 4373±1073 µm
2
, 3790±1033 µm
2 
 e 3757±992 µm
2 
 (Tabella 
6.2). E' stata eseguita un'analisi statistica mediante l'utilizzo della two-way ANOVA per vedere 
se vi fossero differenze significative nei tre gruppi. Non è stato osservato un effetto 
interazione tra sesso e età gestazionale; inoltre non è stato trovato un effetto principale dell'età 
gestazionale statisticamente significativo (Figura 6.1a)(Tabella 6.3).  
E' stata poi calcolata l'area glomerulare nelle diverse zone renali, ed in particolare, seguendo 
la linea di maturazione glomerulare descritta da Rodriguez et al. [39], è stata eseguita 
un'analisi per vedere se vi fossero differenze tra la zona capsulare e quella della zona corticale 
più profonda. Le aree nella zona capsulare son state rispettivamente di 3799±997 µm
2
, 
3746±920 µm
2 
e 3768±766 µm
2
 in feti, pretermine e a termine. Nella zona corticale più 
profonda, invece, abbiamo trovato aree medie di 5540±1612 µm
2
, 4536±1150 µm
2 
 e 
4284±1107µm
2
 in feti, pretermine e a termine (Tabella 6.2). La two way ANOVA ha mostrato 
l'assenza di effetto interazione tra età gestazionale e posizione glomerulare dentro il rene. Si è 
trovata significatività statistica nell'effetto principale  (F (1, 58) = 11.48, P=0.0013) della 
posizione glomerulare. Non è stata trovata significatività nell'effetto principale dell'età 
gestazionale (Figura 6.1b)(Tabella 6.3). In sostanza è stato trovato che le aree glomerulari 
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risultano più piccole nella zona capsulare rispetto a quella corticale profonda. Questo risultato 
è stato evidenziato attraverso il post-test di Bonferroni in cui questo andamento è stato 
valutato statisticamente significativo nel gruppo dei nati pretermine (t (32) = 2.21, P<0.016). 
 
 
 
Figura 6.1: Valutazione dell'area glomerulare in feti, pretermine e a termine. (a) tra maschi (barre nere) e 
femmine (barre bianche). PA, età gestazionale; PB, sesso; PAxB, interazione. (b) tra la zona capsulare (barre nere) 
e ka zona corticale più profonda (barre bianche). PA, età gestazionale; PB, zona; PAxB, interazione. Le barre 
rappresentano la media ± DS. 
 
 
 
6.1.2 Analisi del numero di podociti 
6.1.2.1 Variabilità intra- ed inter-gruppo 
Il numero di podociti medio trovato nell'intero glomerulo è stato 1908±645, 1394±498, 
1126±256 rispettivamente in feti, pretermine e a termine (Tabella 6.2). All'interno di ogni 
gruppo è stato trovato un numero massimo e minimo di podociti di: 2600 e 1180 nei feti, 2870 
e 530 nei pretermine, 1860 e 700 nei neonati a termine.  In Figura 6.2 è possibile osservare i 
glomeruli che presentano il numero di podociti massimo e minimo nei tre gruppi. E' stata 
eseguita un'analisi di correlazione per vedere se vi fosse una relazione tra numero di podociti 
e peso corporeo alla nascita. La correlazione non ha evidenziato risultati significativi tra 
numero di podociti e peso alla nascita nei feti (Figura 6.3a) e nei nati a termine (Figura 6.3c). 
Viceversa è stato ottenuto un risultato statisticamente significativo (r= -0.335; P=0.037) nel 
gruppo dei nati pretermine (Figura 6.3b). 
E' stata inoltre eseguita un'analisi two-way ANOVA, che ha mostrato l'assenza di significatività 
dell'effetto interazione tra età gestazionale e sesso in funzione del numero  di podociti.  Non  è  
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Figura 6.2: Variabilità intra-gruppo. Sono mostrati due glomeruli di soggetti che esibiscono il più alto e il più 
baso numero di podociti, tra feti (a), pretermine (b) e nati a termine (c).  
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stato trovato un significativo effetto principale del sesso. E' stato trovato effetto principale 
statisticamente significativo (F (2, 56) = 5.82, P=0.0051) dell'età gestazionale (Figura 6.4a) 
(Tabella 6.3). Il post-test di Bonferroni ha indicato un numero di podociti significativamente 
più basso nel gruppo dei nati a termine rispetto al gruppo dei feti (t (21) = 3.40, P<0.001). 
Non è stata evidenziata nessuna differenza tra i pretermine e gli altri gruppi (feti e a termine). 
Per valutare che questo andamento decrescente fosse legato effettivamente a una diminuzione 
nel numero dei podociti e non a una variazione nelle dimensioni glomerulari è stata fatta 
un'analisi  del numero  di  podociti  rapportato  all'area  glomerulare;  in  questo  modo  è stato 
ottenuto un numero di podociti per unità di area glomerulare. Il numero di podociti 
relazionato all'area glomerulare è stato 0.43±0.10, 0.37±0.08, 0.31±0.06 rispettivamente in 
feti, pretermine e a termine (Tabella 6.2); questo parametro è risultato signigicativamente più 
alto nei feti rispetto ai  nati  a  termine.  L'ANOVA  two-way  ha  mostrato  l'assenza  di  fattore  
 
 
Figura 6.3: Correlazione tra peso corporeo e numero di podociti in feti (a), pretermine (b) e nati a termine (c). 
 
 
interazione tra l'età gestazionale e il sesso nel numero di podociti per unità di area. Non è stato 
individuato un effetto principale del sesso. E' stato invece ottenuto un effetto principale 
statisticamente significativo (F (2, 56) = 6.32, P=0.0033) dell'età gestazionale (Figura 6.4b) 
(Tabella 6.3). Il post-test di Bonferroni ha indicato che il rapporto tra numero di podociti e 
area glomerulare risulta significativamente più basso nel gruppo degli a termine rispetto al 
gruppo dei feti (t (21) = 3.16, P<0.001) e dei pretermine preterm (t (55) = 2.63, P<0.016). 
Nessuna differenza tra pretermine e feti è stata osservata. In Figura 6.5 si può osservare una 
rappresentazione della variazione nel numero di podociti a differenti età gestazionali. 
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Figura 6.4: Trend decrescente del numero di podociti tra feti, pretermine e nati a termine. Numero totale del 
numero di podociti (a), e numero relativo all'area glomerulare (b), in feti, pretermine e a termine in maschi (barre 
nere) e femmine (barre bianche). Le barre rappresentano media ± DS. PA, età gestazionale; PB, sesso; PAxB, 
interazione. 
 
 
 
 
 
 
Tabella 6.2: Area glomerulare, numero di podociti. 
 Feti  Pretermine  A termine  
Area Glomerulare 
Media (µm
2
) 
4373 ± 1073 3790 ± 1033 3757 ± 992 
Area Glomerulare 
Zona Capsulare (µm
2
) 
3799 ± 997 3746 ± 920 3768 ± 766 
Area Glomerulare 
Zona Corticale Profonda (µm
2
) 
5540 ± 1612 4536 ± 1150 4284 ± 1107 
Numero di Podociti 
Medio (N°) 
1908 ± 645 1394 ± 498 1126 ± 256 
Numero di Podociti 
Zona Capsulare (N°) 
1523 ± 652 1339 ± 501 1106 ± 391 
Numero di Podociti 
Zona Corticale Profonda (N°) 
2377 ± 1074 1603 ± 631 1233 ± 431 
Numero di Podociti/  
Area Glomerulare (N°/µm
2
) 
0.43 ± 0.10 0.37 ± 0.08 0.31 ± 0.06 
I dati sono riportati come media ± DS. 
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Figura 6.5: Glomeruli di soggetti alla (a) 23-esima (feti), (b) 36-esima (pretermine) e 41-esima (a termine) 
settimana. Il numero di podociti diminuisce significativamente all'aumento dell'età gestazionale. 
 
 
 
 
Per quanto concerne le valutazioni fatte in funzione della posizione dei glomeruli nel rene, il 
numero di podociti nella zona capsulare  è stata rispettivamente 1523±652, 1339±501 e 
1106±391 in  feti, pretermine e nati a termine. Il numero di podociti nella zona corticale più 
profonda è stato rispettivamente 2377±1074, 1603±631 e 1233±431 in feti, pretermine e a 
termine (Tabella 6.2). La two-way ANOVA ha mostrato l'assenza di un effetto interazione nel 
numero di  podociti,  tra  età  gestazionale  e  posizione  glomerulare  dentro  il  rene.  E'  stato  
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ottenuto un effetto principale statisticamente significativo (F (1, 58) = 6.34, P=0.015) della 
posizione glomerulare, e inoltre è stato trovato un effetto principale significativo (F (2, 58) = 
6.00, P=0.0043)  dell'età gestazionale (Figura 6.6) (Tabella 6.3). 
 
 
 
Figura 6.6: Numero totale di podociti in feti, pretermine e nati a termine, nella zona capsulare (barre nere) e 
nella zona corticale profonda (barre bianche). Le barre rappresentano media ± DS. PA, età gestazionale; PB, 
sesso; PAxB, interazione.  
 
 
 
Tabella 6.3: Analisi statistiche ANOVA. 
 Effetto 
Sesso  
Effetto 
Età Gestazionale  
Effetto 
Posizione  
Area Glomerulare 
Media 
0.47 0.58 - 
Numero di Podociti 
Medio 
0.76 0.0051 - 
Numero di Podociti/  
Area Glomerulare 
0.13 0.0033 - 
Area Glomerulare 
(differenze tra zone) 
- 0.28 0.0013 
Numero di Podociti 
(differenze tra zone) 
- 0.0043 0.015 
I dati sono riportati come livello di significatività (P). Il livello di significatività accettato è 
P<0.05. 
 
 
 
6.1.2.2 Variazioni intra-individuali 
Nell'analisi all'interno dello stesso individuo sono stati analizzati 10 profili glomerulari per 
ogni soggetto, in accordo con Hoy et al. [47]. La deviazione standard media nel numero di 
podociti interni al glomerulo è stata di ± 344. Il minimo e il massimo  di  deviazione  standard  
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rilevata nei soggetti è stata rispettivamente di ± 77 e ± 944. Si può notare dunque un'ampia 
variabilità nel numero di podociti in ciascun soggetto; questa variabilità è stata rilevata in 
ciascun gruppo analizzato. In Figura 6.7 può essere osservato un grafico in cui si osserva il 
valor medio di numero di podociti di ciascun soggetto con la relativa deviazione standard. 
 
 
Figura 6.7: Analisi intra-individuale. Numero di podociti medio e DS di ogni soggetto. 
 
 
6.2 Studio della variazione delle strutture renali in 
feti con sindrome di Down. 
 
Dopo aver individuato i fattori di variazione, fisiologici o legati a eventi intrauterini, del rene 
fetale in soggetti con normale cariotipo, ci siamo domandati se aberrazioni cromosomiche 
potessero influenzare il normale sviluppo del rene neonatale. Durante la scelta delle 
aberrazioni da valutare è stato eseguito uno studio della letteratura attraverso cui è stata 
osservata una massiccia presenza di studi di anomalie renali nel rene adulto di soggetti con 
sindrome di Down (DS). In particolare son state descritte in questi soggetti diverse 
anormalità, tra cui ostruzione uretrale, dilatazione ureterica, idronefrosi, ispessimento del 
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parenchima renale, ipoplasia e agenesia renale e vescica neurogena [50-52]. Inoltre è stata 
riportata un'ampia varietà di patologie renali, tra cui glomerulonefriti [53], glomerulopatia 
immunotattoide [54], sclerosi focale e segmentale [55], e insufficienza renale cronica [56,57]. 
Avendo quindi questi soggetti manifestato diverse patologie renali nella vita adulta, abbiamo 
ipotizzato la presenza di anomalie del rene già durante lo sviluppo intrauterino. Per verificare 
la nostra ipotesi è stato utilizzato un dataset di 25 feti, con età gestazionale compresa tra le 9 e 
le 22 settimane. Di questi 25 campioni, 11 sono stati selezionati in quanto affetti da sindrome 
di Down (DS-feti), e i restanti 14, con cariotipo normale (N-feti), sono stati impiegati come 
gruppo di controllo. In Tabella 6.4 sono riportati i dati clinici, inclusi il peso e l'età 
gestazionale dei soggetti inclusi nello studio.  
 
Tabella 6.4: Età, sesso, e peso corporeo dei feti esaminati. 
 N-Feti DS-Feti 
N 14 11 
Età gestazionale (settimane) 15.9 ± 4.38 (9 to 22) 16.5 ± 2.46 (13 to 21) 
Rapporto sesso (M:F) 9:5 7:4 
Peso corporeo (g) 166.1 ± 173.8 (3 to 440) 164 ± 151.1 (36 to 530) 
   I dati sono stati riportati come media ± DS con i range tra parentesi. 
 
Nell'analisi statistica dei due gruppi è stata prima eseguita l'analisi della distribuzione dei dati 
mediante il test di normalità di D'Agostino-Pearson; dopo di chè, data la distribuzione 
normale dei dati, è stato utilizzato un test t-student's per la valutazione delle differenze tra i 
due gruppi. Il livello di significatività accettato è stato P<0.05, che è stato corretto per i test a 
comparazione multipla mediante l'approccio del False Discovery Rate (FDR).  
Sono state eseguite analisi preliminari per escludere eventuali differenze nel peso e nell'età 
gestazionale tra i due gruppi (N-feti e DS-feti), le quali hanno mostrato l'assenza di una 
significatività statistica in entrambi questi parametri. 
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6.2.1 Analisi delle aree glomerulari 
Lo studio delle aree glomerulari è stato eseguito sia sulle aree totali (TGA) che sulle aree 
interne (FGA), di cui è stata precedentemente descritta la differenza. E' stato inoltre calcolato 
il rapporto funzionale (FR) tra le due aree. La TGA è risultata 10469 ± 3368 µm
2 
e 13565 ± 
4477 µm
2
, rispettivamente in N-feti e DS-feti. Non è stata individuata una differenza 
statisticamente significativa tra i due gruppi, anche se sono risultate decisamente più grandi le 
aree glomerulari totali dei feti con sindrome di Down. t(23)=2.137, P=0.0580 (Figura 6.8a) 
(Tabella 6.5).%95 CI [104.1, 6423].  
L'FGA è risultata 8206 ± 2685µm
2
 e 9315 ± 3289µm
2
 rispettivamente in N-feti e DS-feti. 
Non è risultata statisticamente significativa la differenza tra i due gruppi, t(23)=0.9356, 
P=0.3592 (Figura 6.8b) (Tabella 6.5). %95 CI [-1350, 3578]. In Figura 6.9 si può osservare 
una rappresentazione della differenza nelle aree glomerulari totali e funzionali nei feti normali 
e con sindrome di Down.  
 
 
Figura 6.8: Valutazione dell'area glomerulare nei feti normali e nei feti con sindrome di Down. Sono 
rappresentate le differenze nelle dimensioni dell'area totale TGA (a) e dell'area funzionale FGA (b). Le barre 
rappresentano la media ± DS. 
 
 
Risulta molto interessante il rapporto tra l'area funzionale e quella totale (FR); il rapporto 
funzionale medio, infatti, è risultato nei N-feti e DS-feti rispettivamente di 0.792 ± 0.083 e 
0.681 ± 0.066. Lo Student's t-test, corretto con l'FDR, ha mostrato una differenza 
statisticamente significativa tra i due gruppi, t(23)=3.908, P=0.0028 (Figura 6.10a) (Tabella 
6.5), con i feti normali che presentano un più alto FR rispetto ai feti con sindrome di Down. 
%95 CI [0.05719, 0.1858]. In Figura 6.9 è possibile notare la differenza nel rapporto 
funzionale tra i due glomeruli di N-feti e DS-feti; in particolare, questa differenza può essere 
osservabile come un ingrandimento della zona capsulare del glomerulo nel glomerulo con un 
minore FR.  
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Figura 6.9: Esempio di un glomeruo di un feto normale (a) e di un feto con sindrome di Down (b). 
 
 
6.2.2 Analisi della zona nefrogenica 
Le analisi eseguite sulla zona nefrogenica (o blue strip) hanno mostrato uno spessore di tale 
zona pari a 28.544 ± 3.350 µm e 32.285 ± 4.614 µm, rispettivamente in feti normali e feti con 
sindrome di Down.  
 
 
 
Figura 6.10: Valutazione di rapporto funzionale FR (a) e blue strip (b) in feti normali e con sindrome di Down. 
le barre rappresentano la media ± DS. 
 
 
Non è stata riscontrata significatività statistica tra i due gruppi, t(23)=2.351, P=0.0552 (Figura 
6.10b) (Tabella 6.5). %95 CI [0.45, 7.034]. Nonostante l'assenza di significatività, si può 
osservare che si ha una differenza tra i due gruppi, e in particolare i feti con sindrome di 
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Down hanno mostrato una zona nefrogenica più profonda. Questo risultato può essere 
correlato con una maggiore staminalità del rene dei feti con DS, legata, con ogni probabilità, a 
una minore maturazione renale a parità di età gestazionale. Nella Figura 6.11 è riportata 
un'immagine rappresentativa che mostra il differente spessore della zona nefrogenica tra feti 
normale e feti con sindrome di Down. 
 
 
Figura 6.11: Un esempio di zona nefrogenica in un feto normale (a), e in un feto con sindrome di Down (b). 
 
 
 
Tabella 6.5: Area glomerulare e profondità della zona nefrogenica nei feti esaminati. 
 N-Feti DS-Feti  P 
Area Totale 
Glomerulare (TGA)  
10469±3368 µm
2
 13565±4477 µm
2
 0.0580 
Area Funzionale 
Glomerulare (FGA) 
8206±2685 µm
2
 9315±3289 µm
2
 0.3592 
Rapporto Funzionale 
(FR) 
0.792±0.083 0.681±0.066 0.0028 
Spessore Zona 
Nefrogenica 
28.544±3.350 µm 32.285±4.614 µm 0.0552 
I dati sono riportati come media ± DS e come il livello di significatività (P). Il livello di 
significatività è stato accettato a P<0.05, corretto per i test multipli con FDR. 
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6.3 Studio della variazione delle strutture renali in 
feti con Beta Thalassemia. 
 
Altri soggetti con aberrazioni cromosomiche, che ha manifestato durante la vita adulta 
anomalie e patologie renali, sono i soggetti affetti da Beta Thalassemia. La letteratura 
riguardante studi sulla funzionalità renale in questi individui è piuttosto ricca. In particolare 
diversi gruppi di ricerca hanno evidenziato la presenza di proteinuria in bambini e giovani 
adulti [58,59]. Le principali disfunzioni osservate hanno riguardato i tubuli renali; sono infatti 
stati osservati diversi casi di tubulopatie [60,61], e i glomeruli, essendo stati riscontrati danni 
glomerulari [62] e degenerazione glomerulate [63], oltre che glomerulonefriti [64] e un ridotto 
rapporto di filtrazione glomerulare (GFR) [65] nei soggetti analizzati.  
Partendo da questa ricca letteratura, ancora una volta, ci siamo domandati se queste anomalie 
e disfunzioni renali riscontrate durante la vita potessero in qualche modo avere un'origine già 
durante la vita intrauterina. In questo studio [66] sono stati impiegati quattro reni ottenuti da 
feti con Beta Thalassemia major, con età gestazionale compresa tra le 13 e le 15 settimane. 
Per avere un termine di confronto è stato selezionato un gruppo di controllo di feti con 
cariotipo normale (n=4) con la stessa età gestazionale. In Tabella 6.6 sono sommarizzati i dati 
clinici compresa l'età gestazionale e il peso corporeo.  
 
 
Tabella 6.6: Età, sesso, e peso corporeo dei feti esaminati. 
 N-Feti βT-Feti 
N 4 
 
4 
 
Età gestazionale (settimane) 13.75 ± 0.96 (13 to 15) 14 ± 0.82 (13 to 15) 
Rapporto sesso (M:F) 1 1 
Peso corporeo (g) 51.75 ± 16.86 (30 to 70) 54 ± 2.83 (52 to 56) 
I dati sono stati riportati come media ± DS con i range tra parentesi. 
 
 
 
Anche nell'analisi statistica eseguita in questo studio è stata prima eseguita l'analisi della 
distribuzione dei dati mediante il test di normalità di D'Agostino-Pearson; dopo di chè, data la 
distribuzione normale dei dati, è stato utilizzato un test t-student's per la valutazione delle 
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differenze tra i due gruppi. Il livello di significatività accettato è stato P<0.05, che è stato 
corretto per i test a comparazione multipla mediante l'approccio del False Discovery Rate 
(FDR).  
 
6.3.1 Analisi delle aree glomerulari 
Anche in questo caso abbiamo analizzato le aree glomerulari totali (TGA), le aree glomerulari 
interne (FGA) e il rapporto funzionale (FR). La TGA è risultata 12677 ± 797 µm
2 
e 10714 ± 
2032 µm
2
, rispettivamente nei feti normali e nei feti con Beta Thalassemia. Non è stata 
osservata una differenza statisticamente significativa tra i due gruppi, anche se le aree 
glomerulari totali dei feti normali sono risultate più grandi t(6)=1.798, P=0.1222 (Figura 
6.12a) (Tabella 6.7). 
L'FGA nei feti normali e nei Beta Thalassemici è risultata rispettivamente 9877 ± 1740 µm
2
 e 
7545 ± 1346 µm
2
. Non è risultata statisticamente significativa la differenza tra i due gruppi, 
t(6)=2.120, P=0.0782 (Figura 6.12b) (Tabella 6.7).  
 
 
Tabella 6.7: Area glomerulare e profondità della zona nefrogenica nei feti esaminati. 
 N-Feti DS-Feti  P 
Area Totale 
Glomerulare (TGA)  
12677 ± 797 µm
2
 10714 ± 2032 µm
2
 0.1222 
Area Funzionale 
Glomerulare (FGA) 
9877 ± 1740 µm
2
 7545 ± 1346 µm
2
 0.0782 
Rapporto Funzionale 
(FR) 
0.780 ± 0.092 0.708 ± 0.034 0.1904 
Numero di 
Podociti 
2494 ± 317 1546 ± 372 0.0082 
I dati sono riportati come media ± DS e come il livello di significatività (P). Il livello di 
significatività è stato accettato a P<0.05, corretto per i test multipli con FDR. 
 
 
 
Infine il rapporto funzionale (FR) ottenuto, è stato 0.780 ± 0.092 e 0.708 ± 0.034. 
rispettivamente in N-feti e in βT-feti. I glomeruli risultano più "funzionali" nei feti normali, 
anche se questo risultato non è statisticamente significativo, t(6)=1.476, P=0.1904 (Figura 
6.12c) (Tabella 6.7). 
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Figura 6.12: Valutazione dell'area glomerulare nei feti normali e nei feti con Beta Thalassemia. Sono 
rappresentate le differenze nelle dimensioni dell'area totale TGA (a), dell'area funzionale FGA (b), e del rapporto 
funzionale FR (c). Le barre rappresentano la media ± DS. 
 
 
 
6.3.2 Analisi del numero dei podociti 
La valutazione dei podociti, investigato col metodo volumetrico descritto in precedenza ha 
mostrato che il numero di podociti nell'intero glomerulo è 2494 ± 317 e 1546 ± 372, 
rispettivamente nei feti normali e nei feti con Beta Thalassemia (Tabella 6.6). Il t-test ha 
mostrato una differenza statisticamente significativa tra i due gruppi t(6)=3.879, P=0.0082 
(Figure  6.13),  ed  in  particolare  si  può  osservare una numerosità decisamente maggiore dei  
podociti nei glomeruli dei feti normali, che risultano quasi il doppio di quelli affetti da Beta 
Thalassemia. Si èuò osservare una rappresentazione delle differenze nel numero di podociti in 
due glomeruli rispettivamente di un feto normale e di uno affetto da Beta Thalassemia in 
Figura 6.14.  
 
 
 
Figura 6.13: Valutazione del numero di podociti nei feti con Beta-Thalassemia e nei feti normali. Le barre 
rappresentano la media ± SD. 
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Figura 6.14: Immagini acquisite di un glomerulo di un feto normale (a), e di un feto con Beta Thalassemia (b). 
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7. Conclusioni e sviluppi    
futuri  
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Il presente lavoro di tesi ha avuto come obiettivo quello di individuare specifiche 
caratteristiche delle strutture renali in funzione dello sviluppo dei feti umani durante la vita 
intrauterina e in relazione ad alcune aberrazioni cromosomiche in cui sono state individuate 
conseguenze nella funzionalità renale durante la vita adulta. 
Il primo obiettivo ottenuto è stato quello metodologico; gli algoritmi sviluppati per 
l'elaborazione delle immagini, hanno infatti permesso un'alta affidabilità nella quantificazione 
delle cellule renali e nel dimensionamento di glomeruli e zona nefrogenica, consentendoci una 
buona ripetibilità delle analisi per tutti gli studi biologici eseguiti.   
Gli studi eseguiti sulle variazioni fisiologiche e para-fisiologiche di soggetti a diverse età 
gestazionali hanno mostrato diversi risultati rilevanti. Sicuramente il risultato più rilevante è 
stato il trend decrescente nel numero di podociti con l'aumentare dello sviluppo gestazionale; 
il numero di podociti osservato è stato, infatti, significativamente minore in neonati a termine 
rispetto ai feti, con variazioni meno evidenti tra gruppi vicini.  Per valutate se questa riduzione 
celluare fosse effettivamente dovuta a un minor numero di podociti e non a variazioni delle 
aree glomerulari, è stato studiato il rapporto tra numero di podociti dentro il glomerulo e l'area 
del glomerulo stesso. Effettivamente abbiamo osservato una riduzione reale del numero di 
cellule per unità di area. Il trend decrescente del numero di podociti suggerisce che i podociti 
possano andare in contro a una morte cellulare programmata (apoptosi) o in alternativa a una 
transdifferenziazione durante lo sviluppo intrauterino; il numero di cellule più alto  nel primo 
step dello sviluppo renale potrebbe essere correlato alla presenza sia di podociti che di 
precursori di podociti. E' inoltre importante notare la marcata variabilità all'interno del singolo 
gruppo; soggetti con la stessa età gestazionale hanno infatti mostrato a volte una marcata 
differenza nel numero di podociti. La causa alla base di questa forte variabilità rimane non 
chiarita; la nostra ipotesi è che potrebbe essere correlata con fattori come farmaci, dieta 
materna o interventi terapeutici avvenuti durante la gravidanza. Questi fattori, come osservato 
nello sviluppo nefronico, possono essere alla base delle differenze nel numero di podociti tra 
soggetti alla nascita [26,67-71]. In favore di questa ipotesi, abbiamo investigato se variazioni 
di peso corporeo, associabili con eventi avvenuti durante la gestazione, causassero uno 
sviluppo avverso e influenzassero il numero di podociti. I pretermine hanno mostrato una 
maggiore suscettibilità a variazioni nel numero di podociti in funzione del peso corporeo: 
soggetti con un basso peso corporeo hanno mostrato un più alto numero di podociti di soggetti 
con più alto peso corporeo, dando un'idea della diversa maturazione renale in funzione del 
peso, e in particolare minore in soggetti con peso minore. 
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Le analisi riguardanti la posizione glomerulare nel rene hanno mostrato che glomerul più 
vicini alla capsula renale hanno una area minore rispetto a quelli posizionati nella zona 
corticale più profonda. In aggiunta, glomeruli nella zona corticale profonda hanno mostrato 
un numero di podociti più alto. Queste variazioni di dimensione glomerulare e quantificazione 
podocitaria correlate con la locazione spaziale all'interno del rene potrebbe essere associata a 
differenti stati di sviluppo dei glomeruli [39]. Infine, le analisi eseguite sulla variabilità intra-
individuale nel numero di podociti hanno mostrato una differente deviazione standard 
associata a ogni individuo; questo aspetto è stato riscontrato in ciascun gruppo di età 
gestazionale. 
Risultati interessanti sono emersi anche nello studio di feti con aberrazioni cromosomiche; in 
particolare abbiamo riscontrato variazioni glomerulari, podocitarie e della zona nefrogenica. 
Nello studio dei feti con sindrome di Down sono state evidenziate numerose differenze 
morfologiche tra le strutture renali analizzate nei DS-feti rispetto ai feti normali. Soggetti con 
DS hanno mostrato glomeruli con anomalie nella forma e con dimensioni maggiori rispetto a 
soggetti normali. Glomeruli più grandi sono stati precedentemente riportati in pretermine 
[25]; la produzione di queste strutture glomerulari allargate è probabilmente causata da 
ipertrofia, a sua volta data da molteplici possibili cause. Tuttavia l'ingrandimento dei 
glomeruli osservato nei pretermine è indicativo di iperfiltrazione glomerulare, e rimane tuttora 
da chiarire. La nostra ipotesi è che i glomeruli immaturi del rene pretermine non risultano 
capaci di rispondere alla domanda funzionale richiesta dopo la nascita, portando a una 
ipertrofia glomerulare compensatoria. I nostri dati, riguardanti i feti, portano alla conclusione 
che la sindrome di Down può rappresentate un fattore addizionale in favore dell'ipertrofia e 
dell'ingrandimento dei glomeruli nel rene in sviluppo. Inoltre l'ipertrofia glomerulare e 
l'iperfiltrazione possono rappresentare il legame tra la sindrome di Down e la suscettibilità dei 
soggetti affetti da DS di sviluppare patologie croniche renali durante la vita adulta. Questa 
teoria è supportat da precedenti lavori in cui è stato riportato il legame tra ipertrofia 
glomerulare e iperfiltrazione e lo sviluppo di danni glomerulari e perdita di nefroni successivi; 
queste variazioni dannose sono fortemente collegate allo sviluppo di patologie renali del 
lungo termine  [72,73]. Un'altra ipotesi per spiegare la più ampia dimensione glomerulare in 
soggetti son sindrome di Down riguarda una possibile anomalia nello sviluppo dei glomeruli: 
i nostri risultati suggeriscono l'ipotesi di una fusione glomerulare, data dalla confluenza di due 
o tre ciuffi glomerulari [41].  
Un'altro importante risultato che abbiamo ottenuto riguarda l'incrementato rapporto (FR) tra 
area funzionale (FGA) e area totale (TGA) glomerulare. Abbiamo infatti riscontrato che il FR 
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è significativamente maggiore nei feti normali rispetto ai feti con sindrome di Down. Questo 
ritrovato è associato a una dimensione dello spazio di Bowman maggiore nei fei con DS; tale 
ingrandimento, unito al rinsecchimento dei ciuffi glomerulari, è stato correlato con una scarsa 
funzionalità del glomerulo [25]. Reni con un ampio numero di glomeruli anormali sono 
responsabili di numerosi deficit dei nefroni funzionali; questo è strettamente correlato con 
patologie renali nell'adulto [74]. 
Le analisi eseguite sullo spessore della zona nefrogenica, o blue strip, anche se in maniera non 
significativa, hanno mostrato uno spessore maggiore nei feti con sindrome di Down rispetto ai 
feti normali. Sutherland et al. [25] hanno mostrato una significativa riduzione nello spessore 
della zona nefrogenica nel rene dei neonati pretermine, suggerendo che questo risultato 
potrebbe essere correlato con una precoce cessazione della nefrogenesi nello sviluppo 
postnatale e/o con una accelerata maturazione dei glomeruli. In accordo con questo lavoro 
abbiamo ipotizzato che la ragione dell'espansione della zona nefrogenica nei feti con DS 
potrebbe essere collegata con una serie di meccanismi renali compensatori [75] in 
conseguenza delle variazioni glomerulari, ovvero ipertrofia e malformazione, osservati nei 
feti con sindrome di Down.  
Per quanto concerne gli studi eseguiti in feti con Beta Thalassemia, infine, sono state, anche 
in questo caso, individuate delle variazioni glomerulari nelle prime fasi dello sviluppo renale. 
Il risultato maggiormente rilevante è stato quello riguardante le indagini sui podociti; 
istologicamente prima e quantitativamente poi, la perdita di podociti nel glomerulo è risultata 
la variazione patologica maggiormente rilevante nei feti con Beta Thalassemia. Il numero di 
podociti è risultato significativamente minore in soggetti con βT rispetto ai soggetti normali. 
Relazionando il risultato del numero di podociti con lo studio che abbiamo precedentemente 
eseguito del numero di podociti in funzione dell'età gestazionale [42], i feti normali 
presentano un numero di podociti che coincide con quello che avevamo osservato in 
precedenza; il numero di podociti nei Beta Thalassemici, di contro, risulta vicino al numero 
che avevamo riscontrato nei nati a termine. Questo risultato può suggerire un deficit di 
podociti alla nascita nei soggetti con Beta Thalassemia, con conseguenti implicazioni 
nell'adulto; l'ipotesi di deplezione dei podociti è infatti emerso come concetto fondamentale 
nelle patologie renali nell'infanzia e nella vita adulta [76]. 
Lo studio delle aree glomerulari in questi soggetti non ha mostrato significatività statistica tra 
i due gruppi; tuttavia le TGA e le FGA sono risultate più piccole nei feti con Beta 
Thalassemia rispetto ai feti normali. Il rapporto funzionale FR è risultato più alto nei feti 
normali rispetto ai feti con βT, anche se non in maniera significativa. L'ingrandimento della 
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capsula di Bowman, come nel caso dei feti con sindrome di Down, è stata correlata con una 
scarsità funzionale del glomerulo [25], con la conseguente aumentata suscettibilità a patologie 
renali nella vita adulta [72,73].  
E' importante sottolineare che i risultati ottenuti possono essere soggetti ad errori e 
sovrastime; in particolare l'utilizzo di metodi di stima basati sulla singola sezione renale 
possono indurre a sovrastimare il numero di podociti presenti all'interno del glomerulo [44]. 
Inoltre possono esserci inesattezze nella stima dell'area glomerulare e dello spessore della 
zona nefrogenica, per via delle approssimazioni nel metodo del bounding box e nell'approccio 
del getline [77]. E' infine importante enfatizzare che il processo di fissazione può essere 
responsabile della presenza di artefatti [78,79]. 
In conclusione, i nostri studi hanno mostrato quindi come la vita intrauterina sia legata a uno 
sviluppo fisiologico del rene, in cui sono apprezzabili differenze nella struttura e nella 
morfologia renale in funzione dello stadio di crescita del feto. Inoltre appaiono evidenti fattori 
patologici nello sviluppo del rene sia in feti normali, evidenziati dalla variabilità intra-
individuale, sia in feti con sindrome di Down e Beta Thalassemia, in cui si osservano diversi 
indizi patologici nella morfologia renale, che avranno ripercussioni sulla funzionalità del rene 
nella vita adulta di questi individui.  
Studi successivi possono portare alla migliore chiarificazione di quali eventi in maniera 
prioritaria intervengano durante la vita intrauterina; la comprensione di questi eventi potrà 
portare ad intervenire in maniera mirata già in questi stadi della vita, di fatto eliminando o 
procrastinando il verificarsi di disfunzioni renali dell'adulto. L'individuazione delle anomalie 
renali in soggetti con sindrome di Down e con Beta Thalassemia già durante la vita fetale apre 
le porte a numerosi sviluppi fuuri, atti, anche in questo caso, a ritardare le conseguenze 
patologiche renali di questi soggetti. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
87 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
88 
 
Appendice A 
 
% carico l'immagine e predispongo la selezione rettangolare 
  
B1=imread('glomerulo.jpg');    
imshow(B1); 
rect1=getrect 
rect=round(rect1) 
ROI=B1(rect(2):rect(2)+rect(4),rect(1):rect(1)+rect(3)); 
 
 
% calcolo l'area dell'ellisse inscritta nel rettangolo 
 
base=rect(3)/2; 
altezza=rect(4)/2; 
ellisse=pi*base*altezza; 
 
  
% elaboro l'immagine per la scelta della soglia, applico la soglia e cerco 
i contorni  
  
B=rgb2gray(B1);  
imhist(B)  
imshow(B)  
[m,n]=size(B) 
C=(B<3);   
imshow(C);  
bw2 = imfill(C,'holes'); 
[B,L] = bwboundaries(bw2,'noholes'); 
imshow(label2rgb(L, @gray, [.5 .5 .5])) 
hold on 
  
 
% individuo e conto i podociti marcati 
  
for k = 1:length(B) 
  boundary = B{k}; 
plot(boundary(:,2), boundary(:,1), 'w', 'LineWidth', 2) 
end 
imshow(B1)  
stats = regionprops(L,'Area','Centroid'); 
nuclei=0; 
for k = 1:length(B) 
    centroid = stats(k).Centroid; 
 plot(centroid(1),centroid(2),'co'); 
  nuclei=nuclei+1; 
end 
nuclei 
  
 
% calcolo l'area in μm2 e il numero di podociti per unità di area  
  
Areaum=ellisse*(0.14545441^2) 
Densita=nuclei/Areaum 
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Appendice B 
 
% carico l'immagine e predispongo la selezione rettangolare 
  
A=imread('template.png');         
B=imread('glomerulo.jpg');    
              % carico l'immagine da modificare 
 
 
% faccio il match degli istogrammi e lavoro con immagini in livelli di 
grigio 
 
S=imhistmatch(B,A);               
A1=rgb2gray(A);                   
B1=rgb2gray(B); 
S1=rgb2gray(S); 
 
 
% applico la soglia e elimino i rumori 
 
C=(S1<1);                      
imshow(C); 
bw = bwareaopen(C,100);         
se = strel('disk',1);            
bw1= imclose(bw,se); 
bw2 = imfill(bw1,'holes');       
 
 
% stimo i contorni 
 
[B,L] = bwboundaries(bw2,'noholes');      
hold on 
[centers, radii] = imfindcircles(bw2,[10 
55],'ObjectPolarity','bright','Sensitivity',0.6); 
area_mean=median((radii).^2*pi) 
imshow(D); 
for k = 1:length(B) 
  boundary = B{k}; 
   plot(boundary(:,2), boundary(:,1), 'r', 'LineWidth', 2) 
end 
  
  
% effettuo il riconoscimento delle aree e la divisione degli agglomerati di 
cellule in base alla dimensione media di una cellula (area_mean) 
  
stats = regionprops(L,'Area','Centroid'); 
for k = 1:length(B)     
boundary = B{k};           
areaa(k) = stats(k).Area;  
end 
  
  
%inizializzo a zero la variabile per il conteggio dei nuclei 
    
nuclei=0;  
    
for k = 1:length(B)                    
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% se l'area riconosciuta è minore dell'area media la considero come 
un'unica cellula e aggiorno di uno il conteggio 
 
if  areaa(k)<= area_mean   
s=stats(k).Centroid;           
         text(s(1),s(2),num2str(1),'color','c','Fontsize',10)    
      nuclei=nuclei+1; 
 
 
% se l'area riconosciuta è maggiore dell'area media la divido per l'area 
media e aggiorno il conteggio con il risultato della divisione 
 
else    
      x2=round(areaa(k)/area_mean);                                               
          s=stats(k).Centroid; 
         text(s(1),s(2),num2str(x2),'color','c','Fontsize',10)                          
      nuclei=nuclei+x2; 
 end 
end 
  
nuclei=(nuclei) 
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Appendice C 
 
% carico l'immagine 
 
B=imread('rene1.jpg'); 
 imshow(B) 
 
 
% considero il numero di segmenti da prendere e do la possibilità di 
tracciare i segmenti 
 
   keepLooping = 5  
   imshow(B) 
  for i=1:keepLooping 
        [x,y] = getline  
        lunghezza_segmento(i)=sqrt((((x(1)-x(2))^2)+((y(1)-y(2))^2))); 
  end 
 
 
% calcolo la lunghezza dei segmenti in μm 
 
 lunghezza_segmento=lunghezza_segmento*0.29090881 
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